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AZusammenfassung
Aufgrund der globalen Erwärmung des Klimas ist die Klärung der Grundprinzipien der 
Temperaturtoleranz bei Fischen innerhalb der Tierphysiologie von großer Bedeutung.
Im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit wurde anhand zweier Kabeljaupopulationen 
(Gadus morhua Linnaeus, 1758) unterschiedlicher Habitate (polar und boreal) der Einfluss 
der Eurythermie auf das zelluläre Stoffwechselverhalten im Temperaturverlauf untersucht. 
Da sich Temperaturänderungen bereits in einem kurzen Zeitraum auf die Zellmembran 
auswirken können, wurde der Einfluss einer Kälteinkubation auf die Temperaturempfind-
lichkeit des Stoffwechsels der Zellen, mit besonderem Fokus auf die mitochondrialen Pro-
zesse (ATP-Synthese und Protonenleck), untersucht.
Zu diesem Zweck wurden Zellen aus der Leber von 10°C akklimierten Kabeljau aus der 
Barents- und der Nordsee isoliert und die Sauerstoffverbrauchsraten der Hepatozyten bei 
verschiedenen Temperaturen bestimmt. Zudem erfolgte eine Inhibierung der Mitochon-
drien bzw. der ATP-Synthese mittels Kaliumcyanid und Oligomycin, um den Anteil dieser 
Prozesse an der totalen Respiration erfassen zu können. Der Effekt einer Kälteinkubation 
auf das Respirationsverhalten wurde durch Lagerung der Zellen bei 0°C für 18 - 28 Stun-
den gestestet. Zusätzlich erfolgte eine Erfassung der Sauerstoffverbrauchsraten des Ge-
samtorganismus, um Aussagen zum Populationsvergleich auf dieser Organisationsebene 
treffen zu können.
Innerhalb der Stoffwechselraten des Ganztieres konnte ein möglicher Einfluss der Ammo-
nium- und Nitrit-Konzentrationen im Wasser auf die Raten des Sauerstoffverbrauchs do-
kumentiert werden. Ein Populationsunterschied zwischen Nordsee- und nordost-arktischem 
Kabeljau konnte jedoch nicht festgestellt werden. Im Gegensatz dazu wurde auf zellulärer 
Ebene eine höhere Temperaturempfindlichkeit des arktischen Kabeljau gefunden. Die 
Kälteinkubation führte zu einer veränderten Temperaturempfindlichkeit der Zellen. Im 
Vergleich mit Literaturdaten aus ähnlichen Versuchen schien sich die Inkubation nicht auf 
die respiratorischen Anteile der mitochondrialen Prozesse sowie auf die Aktivität der 
Citratsynthase auszuwirken.
Die veränderte Temperaturempfindlichkeit der Zellen wird mit einer Kälteanpassung der 
Zellmembran diskutiert (homeoviskose Adaptation). Dies führte zum einen zu einer ge-
steigerten Respiration in der Kälte, andererseits könnte sie jedoch auch zu einer Beein-
trächtigung des Stoffwechsels in den hohen Temperaturen geführt haben. Der gefundene 
Populationsunterschied innerhalb der Temperaturempfindlichkeit der zellulären Respira-
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tionsraten deutet auf erhöhte Energiekosten des arktischen Kabeljau hin, deren Ursprung
auf zellulärer bzw. mitochondrialer Ebene zu finden ist. Dieser gesteigerte zelluläre Sauer-
stoffbedarf kann jedoch anscheinend nicht durch das Herz-Kreislaufsystem des Fisches 
gedeckt werden, da sich kein Populationseffekt auf Ganztierebene wiederfindet. Somit 
gerät der arktische Kabeljau bereits in niedrigeren Temperaturen in den Pejus-Bereich der 
Optimumskurve.
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11 Einleitung
In den letzten Jahren ist der Klimawandel verstärkt in den Fokus der Öffentlichkeit getre-
ten. Der neueste Bericht des UN-Klimarates IPCC – Intergovernmental Panel on Climate 
Change (IPCC 2007) – lässt keinen Zweifel an der Klimaänderung und deren Konsequen-
zen. So ist im letzten Jahrhundert die mittlere globale Temperatur um etwa 0,6°C gestie-
gen, und die Meere sind in dem Zeitraum von 1961 bis 2003 bis zu einer Tiefe von 700 m 
im Mittel um 0,1°C wärmer geworden. Für die letzte Dekade des 21. Jahrhunderts wird 
eine weitere Erwärmung des Klimas zwischen 1,8 und 4°C vorausgesagt. Die größte Er-
wärmung wird dabei in den hohen nördlichen Breiten stattfinden (Bindoff et al. 2007). 
Dies ist für die überwiegend ektothermen Meeresbewohner von zentraler Bedeutung, da 
sich ihre Körpertemperatur mit der Umgebungstemperatur ändert und dadurch der Stoff-
wechsel (Metabolismus) der Tiere beeinflusst wird. Der Stoffwechsel reagiert sehr em-
pfindlich auf Temperaturwechsel im internen Milieu eines Tieres. Alle Stufen der 
biologischen Organisation, von den molekularen Diffusionsraten und biochemischen Re-
aktionen, über Membranpermeabilität und zelluläre Prozesse, sowie Gewebe- und Organ-
funktionen bis hin zu deren Integrierung in den Gesamtorganismus, werden von der 
Temperatur beeinflusst. Das Maß, mit dem der Stoffwechsel auf eine Änderung der Tem-
peratur reagiert, wird in der van’t Hoffschen Regel beschrieben und im Q10-Wert ausge-
drückt. Dieser gibt an, um welchen Faktor die Geschwindigkeit der Reaktion während 
einer Temperaturerhöhung um 10°C zunimmt. 
Aufgrund der beschriebenen Temperaturabhängigkeit haben ektotherme Organismen ihren 
Stoffwechsel an das jeweilige Temperaturregime ihres Lebensraumes angepasst. Die Tole-
ranz von verschiedenen Temperaturspannen ist dabei unterschiedlich ausgeprägt. So wer-
den die Tiere der Arktis als kalt-eurytherm bezeichnet, da sie an verhältnismäßig konstant 
niedrige Temperaturen angepasst sind, dabei jedoch im Gegensatz zu den als kalt-ste-
notherm bezeichneten Tieren der Antarktis noch relativ hohe Temperaturschwankungen 
um die 5°C in ihrem Lebensraum erfahren. Tiere der gemäßigten Breiten, die hohe Tempe-
raturschwankungen von bis zu 20°C im Jahresverlauf erfahren können, bezeichnet man 
hingegen als eurytherm. Sie besitzen eine höhere Toleranz gegenüber Temperaturschwan-
kungen und tolerieren höhere Temperaturen als polare Tiere (Pörtner et al. 2000). Die 
Grenzen der Temperaturtoleranz eines Tieres sind nicht unbedingt starr festgelegt. So kön-
nen vor allem boreale Tiere ihren Stoffwechsel an die sich im Jahresverlauf ändernden 
Temperaturen anpassen (Akklimatisation). Wenn dieser Vorgang für Untersuchungen un-
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ter Laborbedingungen initiiert wurde, benennt man ihn als Akklimation (Schmidt-Nielsen 
1999). Der Begriff der Adaption hingegen bezeichnet eine genetische Anpassung an Ver-
änderungen über einen langen Zeitraum bzw. über Generationen. Diese Änderungen sind 
auf allen Organisationsebenen des Tieres (vom Molekül bis zum Ganztier) anzutreffen.
In der Kälte muss einer niedrigen Stoffwechselrate und damit einer geringen ATP-Produk-
tion entgegengewirkt werden, um ein aktives Leben in der Kälte zu ermöglichen. Mit einer 
Kälteanpassung geht folglich eine Erhöhung der aeroben Kapazität einher. So zeigen po-
lare Fische im Vergleich zu Fischen der gemäßigten Breiten eine Mitochondrienprolifera-
tion sowie erhöhte Enzymaktivitäten, wobei letztere sowohl qualitative als auch 
quantitative Änderungen beinhalten (Nathanailides 1996; Pörtner et al. 2001; Guderley und 
St-Pierre 2002). Eine weitere temperaturbedingte Anpassung wurde in der Struktur biolo-
gischer Membranen gefunden. Nach dem sogenannten Fluiditätsmodell der Zellbiologie 
liegt eine Membran bei ihrer Normaltemperatur (d.h. Adaptions- bzw. Aklimationstempe-
ratur) als zweidimensionaler Flüssigkeitskristall (Abbildung 1.1) vor.
In Fischen bedeutet eine Änderung der Fluidität eine Beeinträchtigung des Ionentransports 
und der Funktion membrangebundener Enzyme, wie z.B. der Cytochrom c-Oxidase und 
der Na+/K+-ATPase (Hazel 1995; Snyder und Hennessey 2003). Durch Einlagerung von 
ungesättigten Fettsäuren bzw. dem Einbau von Doppelbindungen in das Lipidmolekül 
kann bei einer Abkühlung der negative Temperatureffekt auf die Fluidität gesenkt werden 
(Karp 2005). Dieses wird als homeoviskose Adaptation (homeoviscous adaptation, HVA) 
bezeichnet (Sinensky 1974; Cossins et al. 1981; Macdonald 1988). In der Natur findet sich 
der Vorgang der HVA bei der Adaption (Farkas et al. 2001) und der Akklimatisation bzw. 
Akklimation von ektothermen Tieren an unterschiedliche Temperaturen. 
Abb. 1.1. Fluiditätsmodell der 
Lipiddoppelschicht. Die Pfeile 
geben dabei einen Shift in der 
Temperatur an. Physiologische 
Temperatur: Adaptions- bzw. 
Akklimation des Organismus 
(verändert nach Hazel (1995)).
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Die genannten physiologischen Anpassungen bestimmen die Verbreitungsgrenzen von 
Tieren und inwieweit der Organismus von einer Klimaänderung beeinflusst wird. Gemäß 
dem Konzept der sauerstoff- und kapazitätslimitierten Temperaturtoleranz bei ektothermen 
Meeresorganismen (Pörtner 2001; Pörtner und Knust 2007) wird die Breite des tolerierba-
ren Temperaturspektrums über die aerobe Leistungskapazität bestimmt. Das hierzu ent-
wickelte Modell zur Temperaturtoleranz von Frederich und Pörtner (2000) wurde für Fi-
sche spezifiziert (Abbildung 1.2 (Lannig 2003)). Im Gegensatz zu Crustaceen wird bei 
Fischen die Grenze der Temperaturtoleranz nicht durch die Ventilation, sondern durch das 
Herz-Kreislauf-System gesetzt. Während im Bereich des Temperaturoptimums eine Ver-
sorgung des Organismus mit ausreichend Sauerstoff gewährleistet werden kann (maxima-
ler venöser Sauerstoffgehalt), ist dies außerhalb des Optimums nicht mehr der Fall und 
äußerst sich in einem sinkenden venösen PO2 (Sartoris et al. 2003; Lannig et al. 2004; 
Pörtner et al. 2004). Diese Temperaturbereiche mit verminderter Sauerstoffversorgung 
werden als Pejus-Bereiche (pejus = schlechter werdend) bezeichnet. Diese sind durch die 
untere bzw. obere Pejus-Temperatur (TPI bzw. TPII) und die untere bzw. obere kritische 
Temperatur (TcI bzw. TcII) eingegrenzt. Tc kennzeichnet dabei die Temperaturen, unter-
bzw. oberhalb derer der der Stoffwechsel des Organismus anaeroben wird und ein Überle-
ben nur noch für begrenzte Zeit möglich ist. 
Abb. 1.2 Modell der sauerstofflimitierten Temperaturtoleranz für Fische nach Lannig 
(2003), aufbauend auf Frederich und Pörtner (2000). Nähere Erklärung siehe Text.
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In diesem Zusammenhang fanden Lannig et al. (2004) während einer akuten Temperatur-
änderung im venösen Blut von 10°C akklimierten Kabeljau (Gadus morhua) der Nordsee 
(Nordseekabeljau, NSC) einen maximalen Sauerstoffgehalt bei 5°C. Bei G. morhua der 
Barentssee (Nordost-arktischer Kabeljau, NEAC) hingegen wurde eine Verschiebung des 
Maximums im venösen Sauerstoffgehalt zu tieferen Temperaturen (3°C) beobachtet (Pört-
ner et al. in review). Ein solches Maximum deutet auf einen minimalen Sauerstoff-
verbrauch durch das Gewebe hin. Die Autoren diskutierten diesen Populationsunterschied 
mit der Anpassung des Stoffwechsels an das jeweilige Temperaturspektrum des Habitats 
der untersuchten Populationen (Nordsee vs. Barentssee). 
Im Vergleich der verschiedenen Kabeljaupopulationen zeigte der arktische, kalt-eu-
rytherme Kabeljau einen erhöhten Energiebedarf bzw. eine größere Temperaturempfind-
lichkeit sowohl auf mitochondrialer als auch auf organismischer (Ganztier) Ebene (Fischer 
2002; Lannig 2003; Zittier 2006; Polleichtner 2006; Lurman 2007). So wurden in einem 
Wachstumsexperiment bei unterschiedlichen Temperaturen für alle untersuchten Kabel-
jaupopulationen (Nordsee, Norwegische Küste und Barentssee) höchste Wachstumsraten 
um die 10°C beobachtet. Die Tiere aus der Nordsee hatten dabei das größte und die Tiere 
aus der Barentssee das geringste Wachstumspotential (Pörtner et al. 2001; Fischer 2002). 
Im Gegensatz zum borealen Kabeljau wurde beim arktischen Kabeljau keine Reduzierung 
des mitochondrialen Proteins mit Warm-Akklimation gefunden (Lannig et al. 2003). Dies
entsprach dem Befund ähnlicher Sauerstoffverbrauchsraten zwischen Tieren der arktischen 
Population während einer akuten Temperaturerhöhung nach Warm-Akklimation (Zittier
2006). Im Vergleich zum norwegischen Kabeljau wurde beim arktischen Kabeljau die 
obere kritische Temperatur (anaerober Stoffwechsel) bei niedrigeren Temperaturen erreicht
(Zittier 2006). 
Untersuchungen auf mitochondrialer Ebene deuten ebenfalls auf eine unterschiedliche 
Temperaturempfindlichkeit zwischen den Kabeljaupopulationen hin. Zwar fanden sich bei 
Polleichtner (2006) ähnliche Respirationsraten (maximale ATP-Produktion, state III) iso-
lierter Mitochondrien von NEAC und NSC, Fischer (2002) hingegen sah in der state III 
Respiration sowie in deren Temperaturempfindlichkeit beim arktischen Kabeljau höhere
Werte als beim Nordsee-Kabeljau. Auch beim Protonenleck deutet sich eine erhöhte Em-
pfindlichkeit des nordost-arktischen Kabeljau an. So zeigen die maximalen Protonenleck-
ströme (state IV) der isolierten Mitochondrien von 10°C akklimierten arktischen Kabeljau 
mit einem Q10 von 3,08 ± 0,91 eine höhere Temperaturempfindlichkeit als die Protonen-
ströme des Nordseekabeljaus (Q10 = 2,21 ± 0,14) (Polleichtner 2006).
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In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob sich diese unterschiedliche Tempe-
raturempfindlichkeit der Populationen auch auf Zellebene widerspiegelt. In der Literatur 
finden sich unterschiedliche Abhängigkeiten des zellulären Stoffwechsels von der Tempe-
ratur, und die sich daraus ergebenden Korrelationen sind vielfältig (exponentiell, hyperbo-
lisch, bis hin zu keiner deutlichen Abgängigkeit des zellulären Sauerstoffverbrauchs von 
der Messtemperatur) (Pannevis und Houlihan 1992; Krumschnabel et al. 1997; Mark et al. 
2005, siehe auch Diskussion Abbildung 4.2). Diese Befunde widersprechen dem allgemei-
nen Theorem einer exponentiellen Steigerung der Stoffwechselraten mit der Temperatur 
(Q10 ?? ??. Demzufolge stellte sich die Frage nach dem zellulären Stoffwechselverhalten 
des Kabeljau in Abhängigkeit von der Population bzw. vom entsprechenden Grad an Eu-
rythermie (eurytherm vs. Kalt-eurytherm). Weiterhin können sich Temperaturänderungen 
innerhalb von 6 Stunden auf die Zusammensetzung der Membranlipide isolierter Zellen 
auswirken (Williams und Hazel 1994; 1995). Dies war der Anlass, den Einfluss der Zeit-
bzw. Kälteinkubation auf die Temperaturempfindlichkeit zellulärer Stoffwechselprozesse –
v.a. auf mitochondriale Prozesse (ATP-Synthese und Protonleck) in situ (in der Zelle) – zu 
untersuchen. Bei ähnlichen Untersuchungen hatte sich ein mitochondrialer Anteil von 70 –
90% und ein Anteil der ATP-Synthese von 50 – 65% an der Gesamtrespiration ergeben 
(Rolfe et al. 1999; Cherkasov et al. 2006), die während einer akuten Temperaturänderung 
kaum Änderungen erfuhren (Mark et al. 2005). Da hier der mitochondriale Stoffwechsel 
im Vordergrund steht, soll dieser im Folgenden kurz dargestellt werden.
ATP (Adenosintriphosphat) ist in biologischen Systemen der wichtigste Energieträger und 
wird über die oxidative Phosphorylierung mit Hilfe der Coenzyme (NADH, NADPH, 
FADH2) gebildet. In Abbildung 1.3 ist die Umsetzung von Glucose zu ATP vereinfacht 
dargestellt. 
Abb. 1.3 Vereinfachte
Darstellung der ATP-
Synthese in der Zelle.
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An den vier großen Proteinkomplexen der Atmungskette wird eine Elektronentransport-
kette aufgebaut, deren Energie zum Transport von Protonen aus der Matrix in den Inter-
membranraum genutzt wird. Die Elektronen werden an Komplex IV auf Sauerstoff
übertragen. Nahezu der gesamte Sauerstoffverbrauch findet hier statt, Ausnahmen sind 
Oxidasen, die vor allem in der Leber vorkommen. Durch den Protonengradient wird ein 
Membranpotential aufgebaut, das die Energie für die ATP-Produktion an der F0/F1-ATP-
Synthase liefert (Heldmaier und Neuweiler 2004) (siehe Abbildung 1.4).
Durch den Protonengradienten ist die ATP-Synthese an die Oxidation gekoppelt. Aber 
auch im entkoppelten Zustand verbrauchen die Mitochondrien immer noch Sauerstoff, 
produzieren aber kein ATP. Der restliche Sauerstoffverbrauch wird durch die Permeabilität 
der inneren Mitochondrienmembran für Protonen erzeugt (Brand et al. 1994). 
Tiere mit braunem Fettgewebe können diese Protonenströme gezielt zur Wärmeproduktion 
nutzen (Nicholls und Locke 1984). Das basale Protonenleck aller nicht Wärme erzeugen-
den Zellen muss hiervon unterschieden werden und wird als mögliche Abmilderungsreak-
tion der Zelle auf die Bildung von reaktiven Sauerstoffverbindungen (sogenannten ROS, 
Reactive Oxygen Species) diskutiert (Brand et al. 2004; Mark et al. 2006). Die Leitfähig-
Abb. 1.4 Die Atmungskette in der inneren Mitochondrienmembran mit den Angriffspunkten der 
Inhibitoren. I: Komplex I (NADH-Reduktase), Q: Coenzym Q, II: Komplex II (Ubichinon-Oxidase), 
III: Komplex III (Cytochrom-Reduktase), Cyt c: Cytochrom c, IV: Komplex IV (Cytochrom c-
Oxidase). F0/F1: F0/F1-ATP-Synthase, e: Elektronen, H
+: Protonen, I: Intermembranraum, M: Matrix, 
KCN: Kaliumcyanid, gepunkteter Pfeil: Protonenleckstrom. Durch den Transport von Protonen in 
den Intermembranraum (I) wird ein Membranpotential aufgebaut, dessen Energie die ATP-Synthese 
und das Protonenleck ermöglicht. Die Durchlässigkeit der Membran für Protonen (Protonenleck) ist 
dabei mit Potential der Membran positiv korreliert.
Abbildung verändert nach www.wissenschaft-online.de
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keit der Membran für Protonen (Protonenleck) ist positiv korreliert mit dem beschriebenen
Membranpotential.
In Hepatozyten trägt das Protonenleck im Allgemeinen ~25% zum zellulären Sauerstoff-
verbrauch bei (Brand et al. 1994; Hulbert et al. 2002). Auch der Betrag des Protonenlecks 
zum Ruhestoffwechsel des intakten Organismus, stellt, unabhängig von Endo- oder Ek-
tothermie, mit 20 – 30% einen wichtigen Faktor dar (Brand et al. 1991; Hulbert und Else 
1999). Somit bildet dieser Rückstrom die größte Ineffizienz in der Kopplung der ATP-Pro-
duktion an den Sauerstoffverbrauch (Brand 2005). 
Versuchstiere
Beim Kabeljau (Gadus morhua, Linnaeus 1758) handelt es sich um einen im Salzwasser 
lebenden Knochenfisch (Teleostei).Wie alle Teleostei sind Kabeljau ammoniotelische 
Tiere, d.h. sie scheiden Ammoniak (NH3) als Endprodukt des Aminosäureabbaus aus. In 
Wasser (und in der Zelle) gelöst, protoniert dieses leicht zu Ammonium (NH4
+). Nitrifizie-
rende Bakterien im Wasser wandeln dieses dann über Nitrit zu Nitrat um.
Der Kabeljau ist eine der kommerziell wichtigsten Fischarten im Nordatlantik und spielt 
zudem eine bedeutende Rolle in vielen Ökosystemen. Allerdings wurde ein dramatischer 
Rückgang der Populationen beobachtet (Esmark und Jensen 2004), und seit 1996 befindet 
sich der Kabeljau auf der Roten Liste bedrohter Arten (Sobel 1996). Diese Abnahme der 
Populationsdichte ist, so scheint es, zum Teil durch Überfischung (Myers et al. 1996) aber 
auch zum Teil klimatisch bedingt (Lannig et al. 2004; Rose 2004). Ottersen et al. (2006) 
berichten für den nordost-arktischen Kabeljau von einer fangbedingten Verjüngung der 
geschlechtsreifen Tiere (Ende 1940er: 10 – 11 Jahre, 1990er: 7 – 8 Jahre) und im gleichen 
Zeitraum von einer Abnahme in der mittleren Länge der Individuen von 90 cm auf 80 cm. 
Durch diese Änderung, so argumentieren die Autoren, würden die Tiere weniger robust,
und eine Änderung des Klimas hätte stärkere Auswirkungen als zuvor. Dies ist darauf be-
gründet, dass kleinere Tiere einen geringeren Fortpflanzungserfolg haben und somit ein 
Abb. 1.5 Kabeljau Gadus morhua (Linnaeus, 1758)
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Ausgleich zwischen Jahren mit guter und schlechter Fortpflanzungsrate nicht mehr statt-
finden kann. Dass sich die globale Erwärmung bereits auf die Kabeljaupopulationen aus-
wirkt, zeigt die beobachtete nordwärts gerichtete Wanderung der Nordseepopulation in 
kältere Gewässer (Pörtner et al. 2001; Clark et al. 2003; Perry et al. 2005; Rindorf und 
Lewy 2006). 
Der Kabeljau, der zu der Familie der Gadidae (Dorschartige) gehört, findet sich bis in 
Wassertiefen von 600 m meist grundnah, aber auch im Pelagial (Muus und Nielsen 1999). 
Sein Verbreitungsgebiet erstreckt sich über den gesamten Nordatlantik von Grönland bis 
North Carolina und von Spitzbergen bis zur Biskaya, zudem kommt er in der Nord- und 
Ostsee sowie im Nordpazifik vor. 
Innerhalb dieses Gebietes lassen sich verschiedene Populationen abgrenzen, die durch un-
terschiedliche Laichgebiete genetisch voneinander getrennt sind. Da in dieser Arbeit der 
Einfluss der Adaptation an unterschiedliche Temperaturregimes untersucht werden sollte, 
wurden der eurytherme Nordseekabeljau und der kalt-eurytherme Kabeljau der Barentssee 
einem Vergleich unterzogen. Der Nordseekabeljau ist an ein breites Temperaturfenster
angepasst, da er in seinem Lebensraum Temperaturschwankungen von 5°C im Winter und 
16°C im Sommer erfährt (Dippner 1999). Der arktische Kabeljau hingegen lebt in einem 
stabilen Klima und hält sich bei Temperaturen von 0°C bis 5°C auf, wandert jedoch wäh-
rend der Fortpflanzung in Laichgebiete bei den Lofoten mit Wassertemperaturen von bis 
zu 9°C (Bergstad et al. 1987; Godo und Michalsen 2000; Dippner und Ottersen 2001). 
Fragestellung
Der Einfluss der Temperatur auf zelluläre Stoffwechselraten sollte an verschiedenen Po-
pulationen von Gadus morhua in Abhängigkeit vom Grad ihrer Eurythermie untersucht 
werden. Dazu wurde in der vorliegenden Arbeit der Sauerstoffverbrauch isolierter Hepato-
zyten aus Kabeljau der Nordsee und der Barentssee bestimmt.
Abb. 1.6 Das Verbreitungsgebiet (blaue 
Markierung) vom atlantischen Kabeljau Gadus 
morhua. Verändert nach: www.wikipedia.de (Autor: 
Aotearoa)
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Neben dem Einfluss der Temperatur auf die Zellrespiration sollte auch die Temperaturab-
hängigkeit der mitochondrialen Prozesse in situ (in der Zelle) bestimmt werden. Hierzu 
wurden mit Hilfe von Inhibitoren verschiedene Einzelprozesse, die an der Gesamtrespira-
tion der Zellen beteiligt sind, quantitativ bestimmt. Eingesetzt wurde zum einen Kaliumcy-
anid (KCN), das als Inhibitor der Cytochrom c-Oxidase den mitochondrialen Sauerstoff-
verbrauch hemmt und zum anderen Oligomycin, das die F0/F1-ATPase, und damit den
Sauerstoffverbrauchs durch die ATP-Synthese hemmt (Slater 1950) (siehe Abbildung 1.4). 
Für eine genauere Betrachtung der Interaktion von Oligomycin mit der F0/F1-ATP-
Synthase siehe Devenish et al. (2000) und im Material & Methoden Teil Kapitel 2.5. Die 
Untersuchung erfolgte an Leberzellen (Hepatozyten). Die Leber ist ein sehr stoffwechsel-
aktives Organ, das an vielen metabolischen und physiologischen Abläufen beteiligt ist und 
eine Schlüsselrolle in der Erhaltung des inneren Gleichgewichts (Homöostase) übernimmt. 
Sie stellt den Glucosespeicher des Körpers dar und hat eine zentrale Rolle im Stickstoff-
und Proteinstoffwechsel. Daher eignet sie sich gut als Modell zum Studium von Mecha-
nismen und Prozessen, die von einer Akklimation bzw. Adaption an verschiedene Um-
weltbedingungen betroffen sind. 
In vorangegangenen Arbeiten ging man außerhalb von Kulturbedingungen von einem Tod 
der Zellsuspension, gemessen am Verhältnis von intakten zu beschädigten Zellen (Viabili-
tät), nach 4 – 6 Stunden aus (Berry et al. 1997).
Unter den hier beschriebenen Aspekten ergaben sich die Fragestellungen dieser Arbeit:
o Lässt sich die Viabilität isolierter Zellen über 24 Stunden in einem für Messungen 
geeigneten Rahmen halten?
o Bewirkt eine Kälteinkubation Änderungen im zellulären Stoffwechsel und in der 
Enzymaktivität der Citratsynthase?
o Ergeben sich Unterschiede während einer akuten Temperaturänderung auf den 
Stoffwechsel der Zelle in Abhängigkeit vom Grad der Eurythermie?
o Wie beeinflusst die Temperatur den zellulären Energiehaushalt in Hinblick auf den 
Anteil mitochondrialer Prozesse an der Zellatmung?
o Hat der Grad der Eurythermie Einfluss auf den Standardstoffwechsel des Ganztie-
res? Und korreliert dieses mit dem Sauerstoffverbrauch auf Zellebene?
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2 Material und Methoden
2.1 VERSUCHSTIERE UND IHRE HÄLTERUNG
Für die Versuche wurde Kabeljau (Gadus morhua) aus unterschiedlichen Habitaten, Nord-
see und Barentssee, verwendet. Exemplare der zunächst untersuchten nordost-arktischen 
Population (North-Eastern Arctic Cod, NEAC) stammten aus der F1-Generation der Fisch-
zuchtabteilung Fiskeriforskning des Norwegian Institute of Fisheries and Aquaculture Re-
search in Tromsø, Norwegen. Die Tiere wurden dort bei 10°C aufgezogen (persönliche 
Mitteilung B. Klein) und befanden sich seit Dezember 2005 in der Aquariumsanlage des 
Alfred-Wegener-Instituts (AWI). Der anschließend untersuchte Nordseekabeljau (North 
Sea Cod, NSCI und NSCII) wurde vor Helgoland entweder mittels Reusen oder durch das 
Forschungsschiff Uthörn in der Tiefen Rinne gefangen. Die Unterteilung in NSCI und 
NSCII ergab sich durch die unterschiedlichen Fangzeiten: NSCI wurde im Juli 2006 und 
NSCII erst im Laufe der vorliegenden Arbeit, im April 2007, gefangen. 
Beide Populationen wurden bei einer Wassertemperatur von 10°C ± 1°C gehalten und 
zweimal wöchentlich im Wechsel mit gefrorener Nordseekrabbe (Crangon crangon) und 
Miesmuschelfleisch (Mytilus edulis) (Firma Erdmann, Ritterhude) gefüttert, wobei die 
Futtermenge 10% des Fischgewichtes entsprach. Der Tag/Nacht-Rhythmus betrug 12/12 
Stunden und die Wasserwerte für pH, Salinität, Nitrit und Ammonium wurden zweimal 
wöchentlich kontrolliert, und bei Bedarf erfolgte ein Wasserwechsel. 
15 Tiere der arktischen Population wurden in einem großen Becken (3 m3) in Kreislauf 2 
(Gebäude A) gehalten. Das Hälterungsbecken war an das mit Nordseewasser gespeiste 
Kreislaufsystem des Instituts angeschlossen, in dem durch Proteinabschäumer und biologi-
sche Rieselfilter eine gute Wasserqualität gewährleistet wird. Zudem war ein zusätzlicher 
Filter (Teich-Außenfilter, Fa. EHEIM GmbH & Co. KG) an das Becken angeschlossen. Im 
Laufe des Versuchs wurde die Fütterung auf einmal pro Woche reduziert, um die Fettein-
lagerung in der Leber der Versuchstiere für eine verbesserte Zellisolierung zu verringern.
Der Nordseekabeljau NSCI wurde zunächst in einem anderen Kreislauf (Gebäude D) des 
AWIs gehältert. Die Hälterung fand hier in kleineren Tanks (1 m3) in Gruppen von 1 – 5 
Tieren statt. Der Kreislauf war mit Proteinabschäumern und Wasserfiltern versehen. Zwei 
Wochen vor Versuchsbeginn wurden die Fische in das oben erwähnte, inzwischen freie 
Hälterungsbecken transferiert. NSCII wurde nach seiner Ankunft im AWI in dem Aqua-
riensystem Gebäude A gehalten. 
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2.2 KÖRPERINDIZES
Die Berechnungen sogenannter Körperindizes geben einen Anhaltspunkt für die Fitness 
und den physiologischen Zustand der Tiere. Die Formeln zur Berechnung von Konditions-
faktor (K) und hepatosomatischem Index (HSI) wurden der Arbeit von Lambert und Dutil 
(1997a) entnommen. Die Berechnung des gonadosomatischen Index (GSI) wurde aus der 
Formel für den HSI abgeleitet.
Der Konditionsfaktor K ist ein Maß für die Fitness und berechnet sich nach der Fulton-
schen Formel aus Gewicht und Länge eines Tieres:
100
Länge
tTiergewich
K 3 •=
Mit
K = Konditionsfaktor [g/cm3]
Tiergewicht = Frischgewicht des Tieres ohne Mageninhalt [g]
Länge = totale Länge des Tieres [cm]
Der hepatosomatische Index (HSI) gibt Aufschluss über den Ernährungszustand sowie 
über die Energiereserven eines Tieres: 
100
tTiergewich
htLebergewic
HSI •=
Mit
HSI = Hepatosomatischer Index 
Lebergewicht = Frischgewicht der Leber [g]
Tiergewicht = Frischgewicht des Tieres ohne Mageninhalt [g]
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Über den gonadosomatischen Index (GSI) kann die Geschlechtsreife eines Tieres einge-
schätzt werden:
100
tTiergewich
ichtGonadengew
GSI •=
Mit
GSI = Gonadosomatischer Index 
Gonadengewicht = Frischgewicht der Gonaden [g]
Tiergewicht = Frischgewicht des Tieres ohne Mageninhalt [g]
Bei geschlechtsreifen Tieren verhalten sich GSI und HSI gegenläufig, da die angereicher-
ten Energiereserven in der Leber zu Beginn der Reproduktionsphase für den Aufbau der 
Gonaden herangezogen werden (Schwalme und Chouinard 1999).
2.3 MESSUNG DER GANZTIERRESPIRATION
In diesem Experiment wurde der Standardstoffwechsel (Standard Metabolic Rate, SMR) 
der Tiere über MO2-Messungen bestimmt. SMR ist ein Maß für die Energiekosten und 
definiert sich als die Stoffwechselrate im postbrandialen (nüchterner) Zustand unter Ruhe-
bedingung (Helfman et al. 1997).
Versuchsaufbau
Der Versuchsaufbau bestand aus drei mit Wasser gefüllten Becken (Volumen ~135 L pro 
Becken), die über U-Rohre zu einem System verbunden waren (Abbildung 2.1 A&C). Der 
Aufbau erlaubte einen Wasserwechsel (über Becken 3) während des Versuches ohne eine 
Störung der Tiere, die sich in den Becken 1 und 2 befanden. Über einen angeschlossenen 
Filter (Teich-Außenfilter, EHEIM GmbH & Co. KG), der zudem der Reinigung des Was-
sers diente, wurde ein Kreislauf erzeugt. Kühlschläuche, die an ein regulierbares Kühlag-
gregat (PK 20 KS, Fa. LAUDA DR. R. Wobser GmbH & Co. KG, Germany) angeschlos-
sen und durch die U-Rohre in die Becken verlegt wurden, sorgten für eine konstante Tem-
perierung (10°C ± 0,5°C) des Wassers, welches über Sprudelsteine mit Raumluft bzw. 
Druckluft begast wurde. Zur Abdunkelung und zur Wärmeisolierung wurden die Becken 
mit Schaumstoffplatten abgedeckt.
Die Wasserqualität im Versuchsaufbau während der Versuchsdauer (ca. 4 – 7 Tage) wurde 
mittels photometrischer Schnelltests für Ammonium und Nitrit (Nanocolor®-Test, Mache-
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rey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren) alle 2 Tage kontrolliert. Da sich im Vorversuch wäh-
rend der ersten drei Experimente eine gleich bleibende Wasserqualität ergeben hatte, 
wurde die Frequenz der Messungen reduziert. Die Sauerstoffmessung erfolgte im offenen 
System (siehe Zakhartsev et al. 2003), welches in Abbildung 2.1 A&C dargestellt ist. 
Abb. 2.1 Versuchsaufbau zur Messung der SMR.
A) Photographische Abbildung (siehe Text für nähere Beschreibung)
B) Darstellung eines Kabeljau (G. morhua) in der Respirationskammer.
C) Schematische Darstellung (Tank 2 nicht gezeigt) mit 1: Respirationskammer, 2: Peristaltikpumpe, 3: 
Sauerstoffoptoden, 4: TX2-Geräte, 5: HUB-Port, 6: Laptop, 7: U-Rohr, 8: Wasserfilter, 9: Luftpumpe 
mit Sprudelstein, 10: Kühlthermostat mit Kühlschläuchen, 11: Bodengitter.
1
2
3
Isolierung Bodenschutz gegen 
Kondenswasser
Peristaltikpumpe
Luftpumpe 
U-Rohre
Kühlschläuche
Bodengitter
Filtereinlauf
Filterablauf
A
B
C
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Eine Peristaltikpumpe (MCP Standard, ISMATEC GmbH) beförderte unter Erzeugung 
eines gleichmäßigen Wasserstroms das 100% luftgesättigte Wasser aus dem Becken durch 
die Respirationskammer. Der Fluss durch die Messkammer wurde mittels einer Stoppuhr 
und Messzylinder regelmäßig kontrolliert und so eingestellt, dass ca. 20% des verfügbaren 
Sauerstoffs veratmet wurde. Je nach Fischgröße variierte die Flussrate zwischen 150 und 
600 ml/min. Der Sauerstoffgehalt des ausfließenden Wassers wurde über eine Sauerstoff-
Microoptode (needle type, TX2-Typ, PreSens GmbH, Germany) gemessen (im Folgendem 
auch als Kammeroptode bezeichnet), die am Ausgang der Kammer über ein Y-Stück in 
den Kreislauf eingebracht war. Eine zweite Optode maß als Referenzoptode den Sauer-
stoffgehalt im Becken. Beide Optoden waren über TX-Geräte (Microx TX2, PreSens 
GmbH, Germany) und einem HUB-Port mit einem Computer verbunden, der die Mess-
werte kontinuierlich alle 5 Minuten aufzeichnete (Software: TX2 OXYVIEW V4.02, Pre-
Sens Germany). 
Vorversuche ergaben, dass unter den genannten Bedingungen der Anteil einer bakteriellen 
Atmung auf die Respirationsmessungen ausgeschlossen werden kann. Vor Beginn der 
Messung wurden möglichst alle Luftblasen aus der Respirationskammer entfernt, da diese 
sonst die Messung des Sauerstoffgehalts im ausströmenden Kammerwasser beeinflusst 
hätten. Die Fütterung der Versuchstiere wurde eine Woche vor Versuchsbeginn eingestellt 
(Fischer 2002), um sicherzustellen, dass die gemessene Stoffwechselrate nicht durch Ver-
dauungsprozesse beeinflusst wurde. In der Literatur hatte sich gezeigt, dass bei 8 – 12°C 
nach 6 Tagen ohne Futter der Sauerstoffverbrauch von Gadus morhua einen stabilen Wert 
erreicht und nur noch der basale Stoffwechsel gemessen wird (Lyndon et al. 1992). Ge-
ringe Aktivitätseinflüsse konnten allerdings nicht ausgeschlossen werden, da die Fische in 
den Kammern eine gewisse Bewegungsfreiheit besaßen. Vor dem Einbringen des Tieres in 
die Versuchskammer wurde dieses mit 0,08 g/L MS 222 (3-Aminobenzoesäureethylester) 
leicht betäubt, um den Stress zu minimieren. Danach wurden Gewicht und Länge der Ver-
suchstiere bestimmt, der Fisch in die Kammer eingebracht, diese luftfrei verschlossen und 
die Messung gestartet. 
Die meiste Zeit über wurden zwei Fische parallel im selben Versuchsaufbau gemessen, 
wobei sich jeweils ein Tier in Tank 1 und 2 befand. Tank 3 wurde für etwaige Wasser-
wechsel genutzt. 
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Funktionsweise der Sauerstoff-Microoptode
Optische Sauerstoffsensoren werden als Optoden bezeichnet und messen den Gehalt an 
Sauerstoff im Medium. In Optoden interagiert ein Analyt mit einem Indikator und verän-
dert so dessen optische Eigenschaften. Der Indikator wird über eine optische Faser ange-
leuchtet, die Fluoreszenz wird durch die „Quenching“-Eigenschaften des Sauerstoffs ver-
ändert. Eine Analyse erfolgte mittels verschiedener Parameter (wie z.B. Intensität, Polarität 
etc.) des zurückgestrahlten Lichts. Die Verwendung von Sauerstoffoptoden bietet den
Vorteil, dass sie keinen Sauerstoff verbrauchen und unabhängig sind von der Flussge-
schwindigkeit des Mediums (Klimant et al. 1995).
Die in allen Versuchen verwendeten Optoden wurden vor ihrem Gebrauch geeicht. Dies 
erfolgte mittels einer 2-Punkt-Kalibrierung in 100% Luft gesättigtem Seewasser und sauer-
stofffreier, gesättigter Natriumdisulfid-Lösung (= 0% Sauerstoff). Beide Lösungen waren 
auf die Temperatur im Versuchsaufbau temperiert. 
Berechnung des Sauerstoffverbrauchs
Für die Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs wurden nur die Daten ab Messtag 2 – 3 
(etwa 40 Stunden nach Versuchsbeginn) herangezogen, da sich die Tiere zu diesem Zeit-
punkt vom Behandlungsstress durch das Einsetzen in die Kammer erholt hatten und die 
Einstellung der adäquaten Flussrate abgeschlossen war. Zudem wurden nur Daten verwen-
det, die in Phasen minimalen Sauerstoffverbrauchs gemessen wurden, da diese den Ruhe-
stoffwechsel widerspiegeln.
Die von der Referenzoptode aufgezeichneten Schwankungen in den O2-Sättigungsraten 
(100% ± 10%) des Umgebungswassers, wurden bei der Auswertung berücksichtigt. Zudem 
erfolgte nach Beendigung des Versuchs (Herausnahme des Tieres) noch eine Aufzeich-
nungsphase mit leerer Respirationskammer, um eine eventuell aufgetretene Drift der 
Kammeroptode mit einbeziehen zu können.
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Für die Berechnung des Sauerstoffverbrauchs war die Berechnung des Sauerstoffpartial-
drucks des Wassers nötig und erfolgte wie in Müller (2004) beschrieben. 
0,209)P(PP OHbO 22 •−=
Mit
PO2 = Sauerstoffpartialdruck des Wassers [Torr]
Pb = Luftdruck Bremerhavens im Tagesmittel [Torr]
PH2O = Wasserdampfdruck [Torr]
0,209 = fraktioneller Anteil von Sauerstoff an trockener Luft
Der aktuelle Luftdruck für Bremerhaven wurde jeden Tag von www.wetteronline.de über-
nommen.
Für die Berechnung des spezifischen Sauerstoffverbrauchs bezogen auf das individuelle 
Tiergewicht wurde nach Ultsch et al. (1980). verfahren:
FlO)
100
PO
(O?MO 2222 •••= β
Mit 
MO2 = spezifischer Sauerstoffverbrauch pro Tier [µmol O2/h]
??2 = Differenz Sauerstoffgehalt im ein- und ausfließenden Wasser [%]
PO2 = Sauerstoffpartialdruck des Wassers [Torr] für 100% luftgesättigtes Wasser
??2 = Sauerstoffkapazität von Seewasser [µmol O2/L•Torr] aus Dejours (1975)
Fl = Flussrate [L/h]
Aufgrund der Allometrie des Energiehaushalts bzw. der Abnahme des spezifischen Sauer-
stoffverbrauchs mit zunehmender Körpermasse (Heldmaier und Neuweiler 2004) wurde 
der Sauerstoffverbrauch auf 1 kg Tiergewicht normiert:
b
2
2 1000
TG
MO
MOnorm 




 •=
Mit 
norm MO2 = MO2 normiert auf ein Tier mit Masse 1000 g [µmol O2/(1kg•h)]
MO2 = spezifischer Sauerstoffverbrauch pro Tier [µmol O2/h]
TG = Frischgewicht des gemessenen Tieres [g]
b = Steigung der doppelt logarithmischen Regressionsgeraden von MO2 zu TG
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Der für Fische allgemein geltende Wert mit b = 0,8 (Clarke und Johnston 1999) wurde für 
die Normierung übernommen.
Die Normierung des Tiergewichts auf 1 kg wurde gewählt, da es sich dabei um den in der 
Literatur gebräuchlichen Wert handelt. 
2.4 PRÄPARATION DER LEBERZELLEN
Die in den folgenden Versuchen verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders 
angegeben, über Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Germany bezogen.
Die Präparation der primären Leberzellen wurde nach einem veränderten Protokoll von 
Mommsen et al. (1994) durchgeführt. Die Autoren stellten zwei alternative Isolationspro-
tokolle vor. Zum einen kann die Leber in situ, d.h. noch im Tier, behandelt werden, zum 
anderen erfolgen Perfusion und Verdau des Organs in vitro, also außerhalb des Tieres. In 
dieser Arbeit wurde das in vitro-Protokoll angewendet (siehe Mark et al. 2005).
Chemikalien und Lösungen
Lösung 1 (Hanks Medium ohne Mg)
Tabelle 2.1 Salze in 1 Liter Hanks Medium
Chemikalien Mr (g/mol) Einwaage g/L
5,6 mM Glucose 180,2 1,0091
5 mM KCl 74,56 0,3728
4 mM NaHCO3 84,01 0,33604
0,3 mM Na2HPO4 (Anhydrid) 142, 0 0,0426
240 mM NaCl 58,44 14,0256
0,4 mM KH2PO4 136,09 0,054436
10 mM HEPES 260,3 2,603
pH bei 20°C mit HCl auf 7,4 eingestellt
Lösung 1 wurde in Portionen à 100 ml eingefroren und am Tag vor der Präparation über 
Nacht im Kühlschrank bei 4°C aufgetaut. Am Tag der Präparation wurde die Lösung steril-
filtriert (0,2 µm Minisart® plus, Sartorius AG, Germany), in 2 Teile aufgeteilt und mit der 
einen Hälfte Lösung 2 angesetzt.
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Lösung 2 (Inkubationslösung)
Lösung 1 + 1% BSA (1 g/100 ml) (Albumin, Bovine 98%)
BSA im Medium erhöht die Viabilität der Zellen (Pannevis und Houlihan 1992). Aufgrund
des Zerfalls von BSA mit der Zeit muss die Lösung am Tag der Verwendung frisch ange-
setzt werden. 
Lösung 3 (Präparationslösung)
Lösung 2 + 750 U/ml Collagenase Typ 1A 
Lösung 4 (Zellmedium)
Lösung 2
+ 5 mM Glucose (Stocklösung 500 mM)
+ 2 mM MgSO4 (Stocklösung 2 M)
Es wurden jeweils Stocklösungen in deionisiertem Wasser angesetzt und 
nach Sterilfiltration in kleineren Volumen eingefroren (-20°C), die bei 
Gebrauch aufgetaut und danach im Kühlschrank (4°C) gelagert wurden.
Alle Lösungen wurden während des Versuchs auf Eis gelagert. 
Präparationsprotokoll
Vor Beginn der Präparation wurden alle Glasgefäße autoklaviert sowie das Präparier-
besteck mit 70%igem Ethanol sterilisiert. Die in 70%igem Ethanol gelagerte Gaze wurde 
an der Luft getrocknet. 
Der Fisch wurde mit MS 222 in einer Dosis von 0,08 g/L Seewasser betäubt. Länge und 
Gewicht des Tieres wurden bestimmt. Das Tier wurde auf Eis gelegt, und die Tötung er-
folgte mittels Durchtrennen des Rückenmarks. Danach wurde der Fisch mit einer Schere 
von der Afteröffnung her in Richtung Kopf aufgeschnitten, ohne dabei die inneren Organe 
zu verletzen (Abb. 2.2). Die Leber wurde möglichst schnell entnommen (max. 2 Minuten), 
wobei als letztes die Pfortader (Vena cava) durchtrennt wurde, da diese die Hauptversor-
gung der Leber mit Blut gewährleistet. Die Leber wurde in eine Glaspetrischale (auf Eis) 
mit Lösung 1 gelegt und das Lebergewicht notiert. Im Laufe der Zellpräparation (siehe 
folgenden Abschnitt) wurden die weiteren Organe des Fisches entnommen und gewogen 
(Magen [voll und leer], Gonaden, Herz [Ventrikel + Sinus]), sowie das Schlachtgewicht 
(Tierkörper ohne Organe) und das Geschlecht bestimmt. 
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Alle im nachfolgenden Abschnitt beschriebenen Präparationsschritte wurden auf Eis aus-
geführt. Mit einer Spritze mit steriler Einmalkanüle (0,9 x 40 mm) wurde Lösung 1 in die 
Pfortader und andere Blutgefäße gespritzt, wodurch das Blut herausgewaschen und da-
durch Messartefakte durch die Stoffwechselaktivitäten der Erythrozyten minimiert wurden. 
Dieser Vorgang wurde wiederholt, bis die Leber möglichst blutleer (hell) war. 
Für den anschließenden Gewebeaufschluss mittels Collagenase wurde die gewaschene 
Leber in eine zweite Glaspetrischale mit Lösung 3 (2 ml pro Gramm Leber) überführt. 
Collagenase wirkt durch enzymatische Zersetzung des Bindegewebsbestandteils Collagen, 
wodurch sich der Zusammenhalt der Zellen mit der Zeit auflöst. Um eine gute Oxygenie-
rung während des Aufschlussprozesses, der bis zu 100 min dauern kann (Abb. 2.3), zu ge-
währleisten, wurde auf ein ausreichend hohes Oberflächen-Volumen-Verhältnis geachtet 
(Lösung nicht höher als 1 cm in der Petrischale während des Gewebeaufschlusses (Krebs 
et al. 1974)). Mit einer Spritze wurde die collagenasehaltige Lösung 3 mehrmals über die 
Vena cava in die Leber gespritzt, und die Leber wurde mit Hilfe einer abgeschnittenen 
Pasteurpipette „massiert“. Dieses erfolgte durch mehrmaliges Spritzen der Lösung auf die 
Leber, wodurch sich eine bessere Verteilung der Collagenase über die Leber ergab. Die 
zerstörte Bindegewebshülle wurde mit zwei feinen Pinzetten entfernt und eine weitere 
Massage erfolgte. Obwohl die Collagenase zwar den Zusammenhalt der Zellen löst, hän-
gen diese noch an den gap und tight junctions zusammen. Um zu verhindern, dass die Zel-
len auseinanderreißen und einen Teil ihrer Membran dabei verlieren, verlief der Tren-
nungsprozess in einzelne Zellen durch sanftes Schütteln auf Eis, wobei immer wieder mas-
siert und weiteres Bindegewebe und Blutgefäße entfernt wurden (Howard et al. 1973) 
(Schüttler: IKA Labortechnik KS 501; 50 Drehungen pro Minute). Konnte das komplette 
Leber
Magen
Darm
Pylorusanhänge
Abb. 2.2 Präparation eines Kabeljau mit offen 
gelegten Organen. Nicht zu sehen: Gallenblase, 
Milz, Niere und Herz.
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Zellhomogenat mit der Pasteurpipette aufgenommen werden, wurde es durch eine 250 µm 
Gaze im Glastrichter in ein Becherglas filtriert. 
Die Zellsuspension wurde auf sterile Eppis verteilt und bei 100 x g, 0°C, 4 Minuten lang 
zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge 5810 R). Durch die langsame Zentrifugation erfolgte 
eine Pelletierung der intakten Zellen, wobei jedoch zum einen eine mechanische Belastung 
der intakten Zellen und zum anderen eine Pelletierung beschädigter Zellen und Zell-
bruchstücke vermieden wurde (Howard et al. 1973). Nach der Zentrifugation konnte mit 
einer Pipette zuerst das Fett, das sich an der Oberfläche abgesetzt hatte, entfernt und dann 
der restliche Überstand abgenommen werden. Das gewonnene Zellpellet wurde in Lösung 
2 resuspendiert, und es erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 100 x g, 0°C für 2 Minuten. 
Der Überstand wurde wieder abgenommen, das Pellet mit Lösung 2 resuspendiert und er-
neut zentrifugiert. Dieser Waschschritt (Auswaschen der Collagenase) wurde wiederholt, 
bis der Überstand klar war, wobei die Pellets zunehmend vereinigt wurden. Während des 
Waschens wurde jeweils ein Teil der abzentrifugierten Erythrozyten, die als rotes Pellet 
unterhalb des Zellpellets zu erkennen waren, abgenommen, möglichst ohne dabei an Le-
berzellen zu verlieren. Die Zellen wurden unabhängig von der Lebergröße schließlich in 
5 ml Lösung 4 aufgenommen und zur Erholung für etwa eine Stunde auf Eis sanft ge-
schüttelt. Die Präparation stellte für die Zelle einen Stressfaktor dar, und es traten leichte 
mechanische und chemische Schädigungen der Membranstruktur auf („Blebbing“ der 
Zellmembran). Nach der einstündigen Ruhe wurden diese Abschnürungen (Blebs) der 
Membran nicht mehr beobachtet, d.h. eine Regeneration der Zellen war eingetreten.
Abb. 2.3 Zeitlicher Ablauf der Zellpräparation durch enzymatischen Gewebeaufschluss mittels 
Collagenase.
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Fische speichern ihre Fettreserven hauptsächlich in der Leber (G. morhua: 25% Leberlipid 
zu 1% Lipid in der weißen Muskulatur (Lambert und Dutil 1997a), weshalb diese bis zu 
etwa 35 - 70% aus Fett bestehen kann (Holdway und Beamish 1984), und es wurden vor 
allem zu Beginn der Versuchsreihe häufig Fettlebern festgestellt. Von einer Fettleber wird 
in dieser Arbeit ab einem hepatosomatischen Index (HSI) = 1 (siehe Kap. 2.6) gesprochen. 
Bei einer Fettleber ist die Isolierung von Zellen erschwert bzw. unmöglich. Die Zellen sind 
in solchen Fällen mit gespeichertem Fett gefüllt und erhalten dadurch Auftrieb (Mommsen 
et al. 1994), wodurch das Abzentrifugieren erschwert wird. Eine Trennung von Zellen, 
Collagenase-Lösung und Zellresten ist dann nur durch Anpassung der Zentrifugati-
onsschritte möglich. Die Zentrifugation erfolgte in solchen Fällen bei 200 x g für 5 Mi-
nuten im ersten Waschschritt und für die weiteren Schritte bei 200 x g für 3 Minuten. Die 
Temperatur betrug weiterhin 0°C. Der Überstand aus dem ersten Waschschritt wurde ein 
weiteres Mal zentrifugiert, da sich hierin immer noch Leberzellen befanden. Mit diesen 
Änderungen ließen sich Zellen isolieren, die Ausbeute war aber um ein Vielfaches geringer 
als bei einer Leber mit HSI < 1. Um diesem bekannten Problem entgegenzuwirken, wurde 
die Fütterung der Versuchsfische reduziert, so dass die Fettspeicher der Leber verringert 
wurden.
Die Zellqualität und die Konzentration (Zellzahl pro ml) wurden mit der Trypan Blau-Fär-
bung (Howard und Pesch 1968; Pfaff et al. 1980) überprüft, da dieser Farbstoff infolge 
erhöhter Membranpermeabilität bei beschädigten Zellen das Cytoplasma anfärbt 
(Sandström 1965). Dazu wurden 10 µl Trypan Blau (Trypan Blue Solution 0,4%), 10 µl 
Zellsuspension und 40 µl Lösung 2 gemischt (1:6 Verdünnung). 
Eine Fuchs-Rosenthal-Kammer (0,2 mm Tiefe) wurde mit Lösung 2 angefeuchtet, das 
Deckgläschen angedrückt und die Zellverdünnung über Kapillarkräfte unter das Deckglas 
gegeben (Abb. 2.4).
Fünf zufällig ausgewählte Quadrate wurden unter dem Mikroskop ausgezählt, wobei in-
takte Zellen und blau gefärbte, beschädigte Zellen getrennt voneinander gezählt wurden. 
Abb. 2.4 Darstellung einer Fuchs-Rosenthal-Zählkammer mit Hepatozyten. 
Verändert nach http://retro.mta-labor.info/ und http://wesomed.de
Material  & Methoden
22
Die Zellzahl (intakter bzw. beschädigter Zellen) berechnete sich wie folgt:
Ein guter Wert, d.h. eine Zelldichte, bei der zum einen eine ausreichende Versorgung der 
Zellen mit Substrat und Sauerstoff gewährleistet ist und zum anderen eine messbare Respi-
ration besteht, liegt bei 3 – 4 Millionen Zellen/ml. Bei höheren Dichten wurde deshalb die 
Suspension mit Lösung 4 verdünnt. Der Anteil der Erythrozyten lag immer unter 10%. Bei 
der Lagerung musste beachtet werden, dass die Zellsuspension nicht höher als 2 cm im 
Gefäß stand (Krebs et al. 1974), um eine gute Oxygenierung aller Zellen zu gewährleisten. 
Die Lagerung der Zellen erfolgte im 0°C-Raum auf Eis und auf dem Schüttler (KS 501, 
IKA® Werke GmbH & Co KG) bei 60 Mot/min. Lösung 4 wurde offen mitgeschüttelt, um 
eine gute Oxygenierung zu gewährleisten. Für eine gute Versorgung mit Glucose während 
der anschließenden Lagerung über Nacht wurden die Zellen zuvor erneut abzentrifugiert 
(100 x g, 0°C, 2 min) und in Lösung 4 aufgenommen. Am nächsten Tag wurde frische Lö-
sung 2 und 4 angesetzt, die Zellen erneut abzentrifugiert (100 x g, 0°C, 2 min) und in der 
frischen Lösung 4 aufgenommen. Die Lagerung der Zellen während der Messungen er-
folgte wie oben beschrieben.
Zeiteffekt auf die Anzahl intakter Zellen und Viabilität
Um einen etwaigen Zeiteffekt auf die Quantität und Qualität der isolierten Leberzellen 
festhalten zu können, wurde die Anzahl der Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten be-
stimmt. Die Zählung ging in die spätere MO2-Berechnung ein. Die erste Zählung erfolgte 
am Isolierungstag nach der einstündigen Erholungsphase (Zeitpunkt 0 h). An Tag 2 folgten 
weitere Zählungen mit leichten Zeitverschiebungen, weswegen die Daten für die spätere 
Auswertung gemittelt wurden. Zählungen am Vormittag wurden unter den Zeitpunkt 18 h 
und die Zählungen am Nachmittag unter 28 h zusammengefasst. Für eine Standardisierung 
wurden die realen Werte in Prozent umgerechnet. Hierfür wurde die Anzahl an intakten 
Zellen zu Stunde 0 als 100% festgelegt, die Änderung in den folgenden Zählungen wurde 
1-Quadraten5aus
1-
Kästchen
eausgezähltTiefe
2
ächeKästchenfl
Quadraten aausZellen 
ml1000
0,0625
6Summe
ml1000
a0,20,25
sfaktorVerdünnungSumme
NZellanzahl
••
•
=
••
••
•
=
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als prozentuale Abnahme von diesen 100% berechnet. Die Viabilität ist definiert als der 
prozentuale Anteil intakter Zellen an der Gesamtzellanzahl (intakte + beschädigte Zellen).
2.5 RESPIRATION VON HEPATOZYTEN
Messung
Die Messung fand nach einem Protokoll von Mark et al. (2005) im geschlossenen System 
statt, wonach kein Sauerstoff von außen zugeführt wird, sondern dieser durch den 
Verbrauch der Zellen im Medium stetig abnimmt. Die Aufzeichnung dieser Abnahme er-
folgte kontinuierlich in Schritten von einer Minute mittels einer Sauerstoff-Optode (needle 
type, TX2-Typ, PreSens GmbH, Germany), die an ein TX-Gerät (Microx TX2, PreSens 
GmbH, Germany) angeschlossen war. Letzteres war wiederum mit einem PC verbunden, 
an dem die Aufzeichnung mit TX2 Oxyview V4.02 (PreSens Germany) erfolgte. Die Ei-
chung wurde für jede Messtemperatur mittels Zweipunktkalibrierung in 100% luftgesät-
tigter (= 100% Eichung) bzw. mit natriumdisulfidgesättigter (= 0% Eichung) Lösung 1 
durchgeführt. Aus zeitlichen Gründen wurde die Kalibrierung nicht am Messtag vorge-
nommen, sondern die notierten Kalibrierungswerte wurden bei der entsprechenden Mess-
temperatur manuell in das Messprogramm eingegeben. In Abbildung 2.5 ist der Ver-
suchsaufbau für die Zellrespirationsmessungen abgebildet. Jede Respirationskammer 
(Ranks Brothers, Cambridge, UK) steht auf einem Magnetrührer (RET basic IKAMAG 
safety control, IKA® Werke GmbH & Co KG), und über ein angeschlossenes Thermostat 
(FP 30, JULABO Labortechnik GmbH, Germany) konnten die verschiedenen Messtempe-
raturen mit einer Genauigkeit von ± 0,1°C eingestellt werden. Die Kammern konnten 
durch einen drehbaren Stempel mit einer schmalen Öffnung für die Messoptode bzw. für 
die Zugabe der verschiedenen Inhibitoren luftdicht verschlossen und auf ein Messvolumen 
zwischen 300 und 1500 µl eingestellt werden. Eine Homogenität der Suspension wurde 
durch einen Rührfisch am Boden der Kammer ermöglicht (350 Mot/min). 
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Vor der jeweiligen Messung pro Temperatur wurde 1 ml Zellsuspension aus der gelagerten 
Stocksuspension mit der eingestellten Konzentration von 3 – 4 Millionen Zellen pro ml 
abgenommen und zentrifugiert (100 x g, 0°C, 2 min). Die Hälfte des Überstandes wurde 
durch frische Lösung 4 ersetzt, um den Sauerstoff- und Glucosegehalt im Medium für die 
Messung anzureichern. Danach wurden 200 – 500 µl dieser Zellsuspension in die tempe-
rierte Respirationskammer gegeben. Das Messvolumen richtete sich nach dem Gesamtvo-
lumen der Zellsuspension (entspricht der Ausbeute der Isolation), welches von Größe und 
Fettgehalt der Leber abhing. Die Suspension wurde etwa 5 Minuten in der Kammer belas-
sen um zu temperieren, bevor diese mit dem Stempel verschlossen wurde. Hierbei wurde 
sichergestellt, dass sich keine Luftblasen in der Kammer befanden. Die Optode wurde 
durch den Stempel in die Kammer eingeführt und die Messung gestartet. Nach Aufzeich-
nung eines linearen Verlaufs in der Sauerstoffabnahme (ca. 30 Minuten), wurde die Optode 
entfernt und mit Hilfe von verschiedenen Hamiltonspritzen der jeweilige Inhibitor zugege-
ben, wobei der Zeitpunkt der Inhibitorzugabe notiert wurde. Die Sauerstoffabnahme wurde 
für weitere 30 Minuten aufgezeichnet. Nach Beendigung der Messung wurden die Kam-
mern, Stempel und Rührfische mit 70%igem Ethanol und deionisiertem Wasser gereinigt. 
Magnetrührer
Sauerstoff-Optode
Zellkammer
Kühlschlauch
Abb. 2.5 Versuchsaufbau zur Messung des zellulären Sauerstoffverbrauchs. A) Aufbau mit 2 
Respirationskammern, stehend auf Magnetrührern, angeschlossen über Kühlschläuche an 1 Thermostat. 
Kammern sind mit „Stempeln“ verschlossen, durch die Sauerstoffoptoden in die Kammern eingeführt 
wurden (s. Bild). Die Optoden sind über TX2-Geräte direkt mit einem PC verbunden. Die Zugabe des 
Inhibitors erfolgte ebenfalls durch die Öffnung im „Stempel“. B) Schematische Darstellung der 
Respirationskammer. Die Hepatozyten (blaue Kreise) im Kammerinneren werden von außen mit 
Kühlflüssigkeit umspült und so temperiert.
B
Stempel
A
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Das Thermostat wurde auf die nächstgewünschte Messtemperatur in der Kammer hochge-
fahren. 
Es wurde bei folgenden Temperaturen gemessen: 1, 3, 5, 7, 9, 15°C und 23°C (Raumtem-
peratur). Für jede Temperatur fanden zwei parallele Messungen statt, jeweils gehemmt 
durch unterschiedliche Inhibitoren. Als Inhibitoren wurden Kaliumcyanid (KCN, Hem-
mung der mitochondrialen Atmungskette) und Oligomycin (Hemmung der F0/F1-ATPase) 
eingesetzt. KCN blockiert die Cytochrom c-Oxidase (Mootha et al. 2001), und somit kann 
kein Sauerstoff mehr durch die Atmungskette verbraucht werden. In diesem Zustand er-
folgt ein O2-Verbrauch nur noch über nicht-mitochondriale Prozesse. Um eine differen-
ziertere Betrachtung der Mitochondrienrespiration zu ermöglichen, wurde mit Hilfe von 
Oligomycin die F0/F1-ATP-Synthase inhibiert und dadurch der Sauerstoffverbrauch von 
der ATP-Synthese entkoppelt. Es verblieb allein das Protonenleck als verbrauchender Pro-
zess (siehe Tabelle 2.2).
Tabelle 2.2 Wirkung der eingesetzten Inhibitoren
Inhibitor
Gehemmtes 
Molekül
Gehemmter 
Prozess
Verbleibender Prozess
Kaliumcyanid
Cytochrom c-
Oxidase
Mitochondriale
Respiration
Nicht-mitochondriale
Respiration
Oligomycin
F0/F1-ATP-
Synthase ATP-Produktion
Nicht-mitochondriale 
Respiration + Protonen-
leck
In Vorversuchen wurden verschiedene Inhibitor-Konzentrationen getestet, um die mini-
male Konzentration zu bestimmen, bei der eine vollständige Hemmung auftrat. Es erwie-
sen sich 100 µmol/L für KCN und 10 µg/ml für Oligomycin als ausreichend. Um den Ein-
fluss der Zeit, Inkubation (Lagerung) bei 0°C und der Temperatur auf die Zellrespiration 
zu erfassen, wurden am Tag der Präparation (Tag 1) Vergleichsmessungen bei 5°C und 
23°C durchgeführt. In der Annahme, dass der Zeiteffekt verstärkt bei hohen Temperaturen 
bemerkbar wäre, wurden an Tag 2 am Ende der Versuchsreihe nochmals die Respirations-
raten bei 23°C gemessen. Am nächsten Tag (Tag 2) wurde das gesamte 
Temperaturspektrum gemessen. Dabei wurde die Respiration auf die jeweilige Anzahl an 
intakten Zellen zu diesem Zeitpunkt bezogen. Einen detaillierten Überblick über den 
Ablauf der Messungen gibt Tabelle 2.3.
Material  & Methoden
26
Tabelle 2.3 Versuchsprotokoll über den zeitlichen Verlauf
Die angegeben Zeitabläufe gelten für einen idealen Verlauf des Versuchprotokolls. Aufgrund von techni-
schen Problemen (z.B. Erreichen einer konstanten Messtemperatur) bzw. Störungen bei der Präparation oder 
Messung (z.B. erhöhter Zeitbedarf für den Gewebeaufschluss, Luftblasen in der Kammer) konnte es zu Vari-
ationen im Zeitablauf kommen. ( ): eine Durchführung fand nur statt, wenn es der zeitliche Rahmen er-
laubte.
Vergleichs-
Messung bei
Inhibitor
Tag
Zeitpunkt 
(h zur Kotroll-
messung)
Prozess
5°C 23°C
Messung 
bei Kalium-
cyanid
Oligo-
mycin
- 6 Präparation
- 2,5 Erholungsphase
- 1 Verdünnung
0
Messung
Einfrieren von 
Zellsuspension
 (??????????????
weiterführende 
Messungen
( ) ( )1
1
Erneuerung des 
Mediums und 
Inkubation (0°C)
17
Erneuerung des 
Mediums
18 1°C
20 3°C
22 5°C
24 7°C
26 9°C
2
28
Messung
Dabei alle 2-3 h 
Zellzählung
Einfrieren von 
Zellsuspension 
(??????????????
weiterführende 
Messungen
15°C
Für weiterführende Messungen, Bestimmung der Citratsynthase-Aktivität und des Protein-
gehalts, wurde an beiden Tagen mindestens 500 µl der Zellsuspension und der Lösung 4 
bei -20°C eingefroren. 
Auswertung der zellulären Sauerstoffverbrauchsraten
Für die Berechnung der Respirationsraten wurde die Steigung bzw. das Gefälle der Sauer-
stoffabnahme in der Respirationskammer bestimmt. Hierzu wurden die Daten zunächst 
unterteilt in „totale Atmung“ und „gehemmte Respiration“ (Abb. 2.6). Mit Hilfe einer gra-
phischen Darstellung der Daten wurde dann der Abschnitt für die Steigungsberechnung 
bestimmt. Kriterium hierfür war, dass die Steigung stetig, linear und negativ war. Aus-
reißer mit Datensprüngen von mehr als 10% des Sauerstoffgehalts wurden von der Stei-
gungsauswertung ausgenommen.
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Die Berechnung der Respiration erfolgte mit folgender Formel:
N
K??
100
POmMO 222 ••



•−=
Mit 
MO2 = Respirationsrate der Hepatozyten [µmol O2/(Mio Zellen•min)]
m = Steigung: Abnahme des Sauerstoffgehalts in der Kammer [%/min]
PO2 = Sauerstoffpartialdruck [Torr] bei 100%
100 = 100%
??2 = Sauerstoffkapazität der Lösung [µmol O2/(L•Torr)]
K = zugegebenes Volumen der Zellsuspension [L]
N = Anzahl der Leberzellen im zugebenem Volumen K [Mio]
Der MO2-Wert wurde dann in nmol O2/(Mio Zellen•min) umgerechnet.
Die Berechnung der totalen und der inhibierten Respiration erfolgte getrennt, wobei sich 
aus der Differenz der beiden die gehemmte Respiration ergab (siehe auch Tabelle 2.4). Die 
prozentuale Hemmung berechnete sich durch:
100
MO
MO
Hemmung
total
inh
2
2
•




=
Mit
Hemmung = Prozentsatz der inhibierten Atmung an der total Respiration [%]
MO2inh = inhibierte Atmung [nmol O2/(Mio Zellen•min)]
MO2total = totale Atmung [nmol O2/(Mio Zellen•min)] 
Abb. 2.6 Schema und Einteilung der 
zellulären Respirationsmessung.
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Messungen, die eine negative Hemmung (Anstieg der Respiration nach Zugabe des Inhi-
bitors) ergaben, wurden von der weiteren Auswertung ausgenommen. 
Anhand der verwendeten Inhibitoren konnte in Annäherung der Sauerstoffbedarf einzelner 
Prozesse berechnet werden (Cherkasov et al. 2006) (siehe Tabelle 2.2).
Tabelle 2.2 Berechnung Respirationsanteile
MO2,total: ungehemmter Sauerstoffverbrauch; 
MO2,Oli: MO2 nach Zugabe von Oligomycin; 
MO2,KCN: MO2 nach Zugabe von Kaliumcyanid
Bei der Betrachtung der Hemmung der F0/F1-ATPase durch Oligomycin muss beachtet 
werden, dass dieses das Membranpotential des Mitochondriums verändert und dadurch das 
Protonenleck maximal wird. Daher ist der Sauerstoffverbrauch durch das errechnete Proto-
nenleck wahrscheinlich höher als im Ruhestoffwechsel, weshalb die errechnete ATP-Syn-
these (aus totaler Zellrespiration und Respiration nach Oligomycin-Hemmung) als zu nied-
rig vermutet werden kann (Rolfe und Brand 1997). 
2.6 CITRATSYNTHASE-AKTIVITÄT
Prinzip der Messung
Im Citratzyklus katalysiert die Citratsynthase die Umsetzung von Acetyl-CoA und Oxal-
acetat zu Citrat. Dabei wird HS-CoA abgespalten. Mit DTNB (5,5’-Dithio-bis-(2-nitroben-
zoic acid)) bildet letzteres über aliphatische Schwefelgruppen einen gelben Farbkomplex, 
der die Lichtabsorption der Lösung verändert (Abb. 2.7).
Bei der Photometrie erfolgt eine Mengenbestimmung aufgrund des physikalischen Zu-
sammenhanges zwischen Lichtabsorption und Konzentration einer Lösung (Lambert-
Beer’sches Gesetz s.u.). Daher kann über den gebildeten Farbkomplex die Umsatzrate 
bzw. die Aktivität der Citratsynthase bestimmt werden (Ellman 1959).
ATP-Synthese
Protonenleck
Nicht-mitochondriale Atmung
Mitochondriale Atmung
MO2,total – MO2,Oli
MO2,Oli – MO2,KCN
MO2,KCN
MO2,total – MO2,KCN
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Messprotokoll
Ein Teil der eingefrorenen Zellsuspension von Tag 2 wurde aufgetaut und für 5 Minuten 
bei 0°C und 360 Watt mit Ultraschall behandelt (Branson Sonifier 450: Output 8, Cycle 
50%). Nach anschließender Zentrifugation (5 min, 7400 x g und 0°C) wurde der Überstand 
abgenommen und für die nachfolgenden Messungen auf Eis gelagert. 
In 1 ml Halbmikroküvetten wurde wie folgt pipettiert:
Substrate (Molarität der 
Stammkonzentration)
Volumen Endkonzentration
Tris-HCl (100 mM) 750 µl 72 mM
DTNB (5 mM) 50 µl 0,24 mM
Acetyl-CoA (20 mM) 20 µl 0,38 mM
Probe + H2O 200 µl 0,38 mM
Oxalacetat (20 mM) 20 µl 0,38 mM
Die Messung erfolgte bei 412 nm nach einem modifizierten Pipettierschema von Jäckel 
(2007). In dieser Arbeit musste mehr Probe eingesetzt werden als üblich (Probe + Wasser 
160 µl). Nach einem Vorlauf (ca. 3 min) wurde die Reaktion durch Zugabe von 20 µl 
Abb. 2.7 Reaktionsschema der Citratsynthase-Messung. Citratsynthase katalysiert die Reaktion aus 
Acetyl-CoA und Oxalacetat zu Citrat, wobei HS-CoA abgespalten wird, das mit DTNB zu einem 
farbigen Komplex reagiert (hier gelb dargestellt). Photometrisch kann die Konzentration dieses 
Komplexes bestimmt werden. Schema verändert nach (Ellman 1959).
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Oxalacetat (20 mM) gestartet. Es erfolgte jeweils eine Doppelbestimmung der Proben mit 
unterschiedlichen Probenvolumina zur Überprüfung der Substratsättigung.
Auswertung
Das Absorptionsvermögen einer Lösung ist abhängig von der Zahl der mit dem Licht in 
Wechselwirkung tretenden Teilchen, also von der Schichtdicke d und der Konzentration c 
der Lösung. Der stoff- und wellenlängenabhängige Proportionalitätsfaktor heißt Ex-
tinktionskoeffi??????????????????????????????ägt dieser ????????? ml/(µmol•cm). Dies ist 
im Lambert-Beerschen-Gesetz zusammengefasst:
d?c
I
I
logE ?
0
? ••=




−=
Mit:
E? = Extinktion (Absorption an der Wellenlänge ?)
I = Intensität des transmittierten Lichtes [W/m2]
I0 = Intensität des einfallenden (eingestrahlten) Lichtes [W/m
2]
c = Konzentration der absorbierenden Substanz in der Flüssigkeit [µmol/ml]
?? = dekadischer molarer Extinktionskoeffizient bei der Wellenlänge ?
[ml/(µmol•cm)]
d = Weglänge des Lichtes in der Flüssigkeit (Schichtdicke der Küvette) [cm]
Unter Einbeziehung der Zeit kann die Enzymaktivität A bestimmt werden, wobei sich 
E????? ?????????????????????????????????????????????????????????????????ücksichtigung 
des Verdünnungsfaktors f (Assayvolumen/Probenvolumen) und der eingesetzten Probe (N) 
berechnet sich die spezifische Aktivität [U] der eingesetzten Probe mit nachstehender 
Formel:
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N??d?
f??
A
?
?
spez
••
•
=
•
Mit
Aspez = Enzymaktivität [U/1 Mio Zellen]
N = eingesetzte Zellmenge [Mio Zellen/ml]
??? = Änderung der Extinktion
?????Änderung der Zeit [min]
f = Verdünnungsfaktor
?? = dekadischer molarer Extinktionskoeffizient bei der Wellenlänge ?
[ml/µmol•cm]
d = Schichtdicke [cm]
Die Proteinmenge sollte bestimmt werden, um die Respirationsraten der Zellen hierauf 
normieren zu können. Hierdurch sollte eine bessere Vergleichbarkeit mit Literaturdaten
erreicht werden. Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Methode von Biuret (Methode 
siehe Anhang 6.5). Allerdings lieferte dies aus verschiedenen Gründen keine auswertbaren 
Daten, und auch eine Proteinbestimmung nach Bradford war erfolglos. Aus zeitlichen 
Gründen konnten keine weiteren Testmessungen zur Modifizierung des Protokolls durch-
geführt werden.
2.7 Q10-WERT UND ARRHENIUS AKTIVIERUNGSENERGIE 
Q10
Der Q10-Wert gibt an, wie stark ein biologischer Prozess durch eine Temperaturerhöhung 
um 10°C beeinflusst wird (van’t Hoff-Regel). Der Q10-Wert biologischer Prozesse liegt 
meist zwischen 1,8 und 3,0, d.h. bei einer Erwärmung um 10°C verdoppelt bis verdreifacht 
sich die Reaktionsgeschwindigkeit. Q10 ist eine dimensionslose Größe, die dem Quotienten 
der beiden Messwerte bei den Temperaturen T1 und T2 entspricht, und die aus folgender 
Gleichung (Heldmaier und Neuweiler 2004) resultiert:
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( )
T1T2
10
1
2
10
k
k
Q
−





=
Mit
k1 = Stoffwechselrate bei Temperatur T1
k2 = Stoffwechselrate bei Temperatur T2
T = Temperatur in Kelvin (K)
Arrhenius-Plot
Auf Arrhenius (1859 – 1927) beruht eine graphische Darstellung temperaturabhängiger 
Reaktionen. Für diesen Arrhenius-Plot wird der natürliche Logarithmus einer Reaktionsge-
schwindigkeit (oder z.B. der Stoffwechselrate) gegen den Reziprokwert der absoluten 
Temperatur [Kelvin, K] aufgetragen. Aus der Steigung der linearen Regression lässt sich 
die Arrhenius Aktivierungsenergie berechnen (Angelova et al. 2007):
mREa •−=
Mit
Ea = Arrhenius Aktivierungsenergie [J/mol]
R = Gaskonstante: 8,3 J/(mol•K)
m = Steigung der linearen Regression im Arrhenius Plot [1/K]
2.8 STATISTIK
Alle Daten wurden zunächst mittels Nalimov-Test auf Ausreißer getestet (Noak 1980). Ab 
einer Fehlerwahrscheinlichkeit von 95% wurden die Werte aus dem Datensatz entfernt.
Die weitere statistische Auswertung der Daten erfolgte mit INSTAT 3.06 (2003, GraphPad 
Software, USA). Signifikanzen zeichnen sich in dieser Arbeit durch eine Irrtumswahr-
scheinlichkeit von p ???????????
Die Daten wurden zuerst mittels Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung getestet. 
Mit dem Bartlett-Test wurde auf gleiche Verteilung der Standardabweichungen getestet. 
Lag eine Normalverteilung und eine Varianzhomogenität vor, so wurden die Daten, wenn 
nicht anders erwähnt, mittels ungepaartem two-tailed t-Test bzw. ANOVA nach Tukey auf 
Signifikanzen getestet. Im Falle einer inhomogenen Verteilung wurde ein Mann-Whitney 
Test angewendet. Lag keine Varianzhomogenität vor, wurden die Daten mittels Welch-
Correction korrigiert bzw. eine ANOVA nach Dunn durchgeführt. 
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Lineare Regressionen wurden mit PRISM 4.02 (2004, GraphPad Software, USA) auf die 
Signifikanz der Steigung getestet, und zudem fand im Falle von zwei Datensätzen ein Ver-
gleich der Regressionen statt (F-Test). Korrelationen wurden mittels Pearson-Test geprüft. 
Bei Regressionen gibt der p-Wert die signifikante Abweichung der Steigung von 0 an. 
Falls nicht anders erwähnt, wurden die Ergebnisse in dieser Arbeit als Mittelwert ± Stan-
dardfehler (MW ± SE) angegeben. p-Werte wurden nur angegeben, wenn p ? 0,05. 
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3 Ergebnisse
In der Darstellung der Ergebnisse wurde der nordost-arktische Kabeljau (NEAC) jeweils 
durch blaue und der Nordseekabeljau (NSC) durch rote Symbole gekennzeichnet. Für die 
Auswertung der Körpermaße und -indizes wurde zwischen langzeitgehälterten (NSCI, hell-
rot) und kurzzeitgehälterten (NSCII, dunkelrot) Exemplaren der Nordseepopulation unter-
schieden. 
3.1 KÖRPERMAßE UND -INDIZES
Frischgewicht und Länge
Mit einer Gewichtsspanne von 393,12 – 999,25 g lag das Gewicht des langzeitgehälterten 
Nordseekabeljaus NSCI signifikant höher als das Frischgewicht des kurzzeitgehälterten 
NSCII (297,92 – 586,77 g, p = 0,0002) sowie des langzeitgehälterten NEAC (217,80 –
630,60 g, p = 0,0003, Abb. 3.1). Die Gewichtsdaten von NSCII und NEAC lagen somit im 
ähnlichen Bereich und zeigten keinen signifikanten Unterschied.
Trotz eindeutiger Gewichtsunterschiede ergaben sich in der Länge der untersuchten Popu-
lationen keine signifikanten Unterschiede (Abb. 3.2). Die Tiere des langzeitgehälterten 
Nordseekabeljau NSCI zeigten die größere Spanne mit Längen von 38 bis 50 cm, während 
bei NSCII die Länge zwischen 33 bis 44 cm und beim arktischen Kabeljau zwischen 30 
und 44 cm variierten.
Abb. 3.1 Frischgewicht der untersuchten 
Kabeljaupopulationen, Hälterungstemperatur 
10°C. NEAC: nordost-arktischer Kabeljau, 
langzeitgehältert (n = 10), NSCI: Nordseeka-
beljau, langzeitgehältert (n = 12), NSCII: 
Nordseekabeljau, kurzzeitgehältert (n = 7). 
Dargestellt sind MW ± SE.* kennzeichnet 
signifikanten Unterschied von NSCI zu 
NEAC und NSCII. 
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Konditionsfaktor
Der Konditionsfaktor (K), ein Maß für die körperliche Verfassung, zeigte für den arkti-
schen Kabeljau (NEAC) Werte von 0,67 – 0,84 und unterschied sich somit nicht signifi-
kant zum Konditionsfaktor von NSCI (0,69 – 0,90) und NSCII (0,64 – 0,95) (Abb. 3.3). 
Auch zwischen den beiden Nordseegruppen wurde kein signifikanter Unterschied in der 
Kondition gefunden. 
Abb. 3.3 Konditionsfaktor (K) der untersuchten 
Kabeljaupopulationen, Hälterungstemperatur 
10°C. NEAC: nordost-arktischer Kabeljau, lang-
zeitgehältert (n = 10), NSCI: Nordseekabeljau 
langzeitgehältert (n = 12), NSCII: Nordseekabel-
jau kurzzeitgehältert (n = 7). Dargestellt sind MW 
± SE.
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Abb. 3.2 Tierlänge der untersuchten Ka-
beljaupopulationen, Hälterungstemperatur 
10°C. NEAC: nordost-arktischer Kabeljau, 
langzeitgehältert (n = 10), NSCI: Nordseeka-
beljau, langzeitgehältert (n = 12), NSCII: 
Nordseekabeljau, kurzzeitgehältert (n = 7). 
Dargestellt sind MW ± SE.
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Hepatosomatischer Index
Der hepatosomatische Index (HSI) (Abbildung 3.4), das Verhältnis von Lebergewicht zu 
Gesamtkörpergewicht, von NSCI lag etwas unterhalb des HSI von NSCII (NSCI: 0,65 –
1,23 vs. NSCII: 0,70 – 1,92), wobei sich jedoch kein signifikanter Unterschied ergab. Mit 
einem HSI von 0,55 – 0,84 für NEAC ergab sich auch im Populationsvergleich kein signi-
fikanter Unterschied. 
Gonadosomatischer Index
Aufgrund natürlicher anatomischer Merkmale sind die weiblichen Fortpflanzungsorgane 
größer und schwerer als die der Männchen, weshalb sich ein signifikanter Unterschied im 
gonadosomatischen Index (GSI) zwischen den Geschlechtern ergab, und die Daten nach 
Geschlecht getrennt dargestellt wurden (Abb. 3.5).
Abb. 3.4 Hepatosomatischer Index (HSI) der 
untersuchten Kabeljaupopulationen, Hälte-
rungstemperatur 10°C.
NEAC: nordost-arktischer Kabeljau, langzeitge-
hältert (n = 10), NSCI: Nordseekabeljau, langzeit-
gehältert (n = 12), NSCII: Nordseekabeljau, kurz-
zeitgehältert (n = 7). Dargestellt sind MW ± SE.
Abb. 3.5 Geschlechterspezifischer gonadosomatischer Index (GSI) der untersuchten Kabeljaupopulationen, 
Hälterungstemperatur 10°C. NEAC: nordost-arktischer Kabeljau, langzeitgehältert (n = 6:4, m:w), NSCI: 
Nordseekabeljau, langzeitgehältert (n = 7:5, m:w), NSCII: Nordseekabeljau, kurzzeitgehältert (n = 2:5, 
m:w); m: männlich, w: weiblich. * kennzeichnet signifikanten Unterschied zu NSCI und NSCII. Dargestellt 
sind MW ± SE bzw. mittlere Abweichung bei n = 2.
NEAC NSCI NSCII
0.0
0.1
0.2
0.3
Männchen
G
SI
NEAC NSCI NSCII
0.0
0.5
1.0
1.5 Weibchen
*
NEAC NSCI NSCII
0.00
0.25
0.50
0.75
1.00
1.25
H
SI
Ergebnisse
37
Das Geschlechterverhältnis (Männchen:Weibchen) lag in den Datensätzen beider Popula-
tionen in ähnlichen Verhältnissen vor: NEAC 6 : 4 und NSCI & II 9 : 10, weswegen in den 
anderen Messparametern eine Geschlechtsunterscheidung vernachlässigt wurde. 
Bei beiden Geschlechtern wurde kein signifikanter Unterschied innerhalb der Nordsee-
gruppen (NSCI und NSCII) gefunden. Aufgrund der geringen Tieranzahl (n = 2 für Männ-
chen bei NSCII) wurden die beiden Gruppen für die statistische Auswertung des 
Populationsvergleichs zusammengefasst. Dieser ergab bei den Männchen, trotz des höhe-
ren GSI für NEAC, keinen signifikanten Unterschied. Bei den Weibchen hingegen lag der 
GSI für NEAC mit 0,42 – 1,56 signifikant höher als der GSI für die Kabeljaupopulation 
aus der Nordsee (0,27 – 0,63, p = 0,0240). 
3.2 GANZTIERRESPIRATION
Die Untersuchungen der Ganztierrespiration wurde an dem nordost-arktischen Kabeljau 
(NEAC) und an dem langzeitgehälterten Nordseekabeljau (NSCI) durchgeführt. Die acht 
Tiere des arktischen Kabeljau wurden zuerst untersucht. Die ersten vier Fische, sowie der 
letzte, wurden einzeln gemessen; in den Messungen der restlichen Tiere wurden stets zwei 
Individuen parallel im gleichen Aufbau gemessen. Auch NSCI wurde größtenteils in Pa-
rallelmessungen untersucht. In Vorversuchen mit einzelnen Fischen hatten Messungen 
während der Versuchsdauer eine gleichbleibende Wasserqualität ergeben. Im Nachhinein 
zeigte sich jedoch, dass bei Parallelmessungen (zwei Tieren im Aufbau) die Konzentratio-
nen für Ammonium und Nitrit nicht mehr im unteren Bereich der akzeptablen Grenzwerte 
lagen und evtl. die Stoffwechselraten beeinflusst hatten, da eine große Streuung im Sauer-
stoffverbrauch innerhalb einer Population festgestellt wurde. Die Daten wurden daraufhin 
unter dem Aspekt der Wasserqualität sowie des Populationsunterschiedes untersucht. Die 
in dieser Arbeit verwendeten Grenzwerte für die Ammonium- bzw. Nitritkonzentration 
sind in Tabelle 3.1 zu ersehen. Bei den angegebenen Werten handelt es sich um Erfah-
rungswerte (pers. Mitteilung B. Klein).
Tabelle 3.1 Verwendete Grenzwerte für die Wasserqualität im Versuchsaufbau
Bereich: Ammonium (NH4
+) [mg/L] Nitrit (NO2
-) [mg/L]
Optimal 0,0 – 0,1 0,0 – 0,1
Akzeptabel ????? ?????
Schlecht > 0,4 > 0,2
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In Abbildung 3.6A ist die Respiration eines Versuchstieres bei gleichbleibend hohen Am-
monium- und Nitritkonzentrationen dargestellt. Zum Vergleich wird in Abbildung 3.6B die 
Auswirkung eines Wasserwechsels und die damit verbundene verbesserte Wasserqualität
auf die Respiration eines Versuchstieres gezeigt.
Die Ammonium- und Nitritkonzentrationen wurden für den in 3.6A dargestellten Versuch 
an Tag 1, 2 und 4 bestimmt. Die Konzentration von Ammonium stieg in dieser Zeit von 
<0,1 über 0,34 auf 0,36 mg/L an, während die Nitritkonzentration von 0,03 über 0,11 auf 
0,19 mg/L anstieg. Diese Werte befanden sich an der Obergrenze des als „akzeptabel“ de-
finierten Bereichs, weswegen kein Wasserwechsel erfolgte. Nach der Stressphase zu Be-
ginn (0 – 40 h) (Sauerstoffverbrauch des Versuchstieres > 200 mg O2/(kg•h)) pendelte sich 
der Sauerstoffverbrauch des Versuchstieres unter den genannten Bedingungen in einem 
Bereich von ???? mg O2/(kg•h) ein. Dieser Verlauf der Stoffwechselrate zeigte sich auch 
bei einem anderen Tier (Abb. 3.6 B). 
So stieg auch hier in den ersten Stunden nach Einsetzen des Tieres in die Kammer der Sau-
erstoffverbrauch teilweise weit über 100 mg O2/(kg•h), sank jedoch ab dem 2. Tag (25 h –
85 h) auf einen Wert von ca. 60 mg O2/(kg•h). Zu diesem Zeitpunkt wurde festgestellt, 
dass die Wasserwerte für Nitrit und Ammonium außerhalb der Grenzwerte lagen (NH4
+: 
0,66 mg/L, NO2
-: 0,46 mg/L). Daraufhin wurde ein Teil des Wassers im Versuchsaufbau 
gewechselt, worauf die Respiration abnahm und bei 140 h ein Minimum von ca. 
40 mg O2/(kg•h) erreichte. Die Konzentrationen für Ammonium und Nitrit waren bis dahin 
auf 0,2 bzw. 0,1 mg/L gesunken.
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Ein ähnliches Bild ergab sich auch bei anderen Messungen, bei denen während der Auf-
zeichnungsphase ein Wasserwechsel erfolgte. 
Die Messungen wurden daraufhin in Respirationsraten bei niedrigen bzw. hohen Ammo-
nium- und Nitritkonzentration unterteilt und für die jeweilige Population gemittelt (Abb. 
3.7, eine Darstellung der Sauerstoffverbrauchsraten der Einzeltiere befindet sich im An-
Abb. 3.6 Exemplarische Darstellung zum Einfluss der Wasserqualität auf den Standardstoffwechsel von 
Kabeljau, Hälterungs- und Messtemperatur 10°C. A) Messung ohne Wasserwechsel und B) Messung mit 
Wasserwechsel während des Messzeitraums (siehe Text für weitere Informationen).
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hang Abbildung 6.1). Die Wasserqualität hatte einen signifikanten Einfluss auf den Stan-
dardstoffwechsel von Kabeljau beider Populationen. Im Vergleich zu Sauerstoff-
verbrauchsraten bei niedrigen Ammonium- und Nitritkonzentrationen ergaben sich bei 
hohen Konzentrationen um den Faktor 1,7 erhöhte Sauerstoffverbrauchsraten für NEAC 
(p = 0,007) und für NSC (p = 0,009). 
Für den Populationsvergleich wurden die Respirationswerte für die unterschiedlichen Was-
serqualitäten getrennt voneinander betrachtet. Bei gleicher Wasserqualität waren die 
Stoffwechselraten von NEAC und NSCI ähnlich, und es wurde kein signifikanter Unter-
schied im Standardstoffwechsel zwischen den Populationen gefunden (Abb. 3.7). Wurde 
die Respiration in Wasser mit niedrigen Ammonium- und Nitritkonzentrationen gemessen, 
lag der Sauerstoffverbrauch für NEAC bei 35,73 ± 1,32 mg O2/(kg•h) und für NSCI bei 
41,42 ± 3,18 mg O2/(kg•h). Bei hohen Konzentrationen waren die Respirationsraten signi-
fikant erhöht, zeigten aber wiederum keinen Unterschied zwischen den Populationen: 
NEAC = 60,59 ± 4,68 mg O2/(kg•h) und NSC = 61,65 ± 1,81 mg O2/(kg•h).
Abb. 3.7 Einfluss der Wasserqualität auf den Standardstoffwechsel (normalisiert auf 1 kg Tier) der 
untersuchten Kabeljaupopulationen, Mess- und Hälterungstemperatur 10°C, ? NEAC: nordost-arktischer 
Kabeljau, langzeitgehältert (n = 3-5), ? NSC: Nordseekabeljau, langzeitgehältert (n = 3-6). Dargestellt 
sind MW ± SE. * kennzeichnet signifikanten Unterschied zu den Werten bei niedrigen Ammonium- und 
Nitritkonzentrationen.
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Abb.3.8 Einfluss der Zeit auf die Anzahl intakter Hepatozyten der 
untersuchten Kabeljaupopulationen.? NEAC: nordost-arktischer Kabeljau (n = 6-8), ? NSC: Nordseeka-
beljau (n = 15). Dargestellt sind die Daten der Einzelpräparationen in 
Prozent zur Zellzahl zum Zeitpunkt 0h.
+ kennzeichnet eine signifikante negative Steigung.
3.3 LEBERZELLEN: ZEIT- UND INKUBATIONSEFFEKT
In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse gezeigt, die die Qualität und Quantität der iso-
lierten Leberzellen in Bezug auf den Faktor Zeit (siehe Tabelle 2.3) betreffen. Die beiden 
Gruppen des Nordseekabeljaus (NSCI und NSCII) wurden im Folgenden als ein Datensatz 
dargestellt, da sich die Gruppen in den Körperindizes (Kondition, HSI und GSI), die mög-
licherweise die Ergebnisse zum Zellstoffwechsel hätten beeinflussen können (Lapointe et 
al. 2006), nicht signifikant unterschieden hatten.
Zellzahl
Die Anzahl der intakten Zellen nahm bei beiden Populationen mit der Zeit signifikant ab, 
wobei sich zwischen den Populationen kein signifikanter Unterschied ergab (Abbildung 
3.8). Im untersuchten Zeitraum nach der Präparation (0 – 28 h) wurde ein linearer Zusam-
menhang (f(x) = m • x + b) zwischen dem Zeitpunkt der Messung und dem Anteil intakter 
Zellen gefunden. Folgende Gleichungen wurden ermittelt: NEAC: f(x) = (-1,51 ± 0,32) • x 
+ (101,80 ± 5,62) (p ? 0,001); NSC: f(x) = (-1,89 ± 0,25) • x + (98,81 ± 5,12) (p ? 0,001). 
Die ermittelten negativen Steigungen bedeuten, dass sich zehn Stunden nach der Präpara-
tion die Anzahl an intakten Zellen um 15% (NEAC) bis 19% (NSC) verringerte. 
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Viabilität
In der Graphik 3.9 ist die Zellviabilität, die als der prozentuale Anteil intakter Zellen an der 
Gesamtzellanzahl definiert ist, in Abhängigkeit von der Zeit aufgetragen.
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Ebenso wie für die Anzahl intakter Zellen ergab sich für die Zellviabilität eine signifikante 
Abnahme mit der Zeit, die sich wiederum zwischen den Populationen nicht unterschied. 
Die Regressionsanalyse ergab für NEAC f(x) = (-0,42 ± 0,10) • x + (96,86 ± 1,82) 
(p = 0,0005) und für NSC (x) = (-0,48 ± 0,16) • x + (93,62 ± 3,01) (p = 0,0024). Innerhalb 
von 10 Stunden fiel demnach die Zellviabilität bei beiden Populationen um 4 – 5% und 
erreichte Werte von 73% – 97% nach 28 h. Dabei ergaben zwei Messungen niedrigere 
Werte (37% und 55%), diese Zellsuspensionen wurden daraufhin verworfen.
Zelluläre Respiration
Für die Bestimmung des Zeit- bzw. Kälteinkubationseffektes auf die Respiration primärer 
(d.h. nicht kultivierter) Leberzellen wurden die in Tabelle 2.3 aufgeführten Vergleichsmes-
sungen durchgeführt und deren Ergebnisse in Abbildung 3.10 für die jeweiligen Messtem-
peraturen (5°C und 23°C) dargestellt. Für die Darstellung wurde Messung 2 
(Respirationsmessungen an Tag 2, bzw. bei 23°C Tag 2: Abendmessung) gegen Messung 1 
(Respirationsmessungen an Tag 1 bzw. bei 23°C Tag 2: Morgenmessung) aufgetragen, 
wobei jeder Datenpunkt einer Vergleichsmessung einer Präparation entspricht. Die Diago-
nale (y = x) stellt ein Maß für die Änderung der Respiration dar. Datenpunkte unterhalb der 
Diagonalen geben an, dass die Werte der Messung 2 niedriger waren als die der Mes-
sung 1. Oberhalb der Diagonalen liegen Datenpunke, deren Messung 2 höhere Werte als 
Abb. 3.9 Einfluss der Zeit auf die 
Zellviabilität isolierter Hepatozyten der 
untersuchten Kabeljaupopulationen.? NEAC: nordost-arktischer Kabeljau (n = 
6-9), ?: NSC: Nordseekabeljau (n = 12-
16). Dargestellt sind die Daten der
Einzelpräparationen.
+ kennzeichnet eine signifikante negative 
Steigung.
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Messung 1 ergaben. Befinden sich die Werte auf der Geraden, so entspricht Messung 2 der 
Messung 1, woraus folgt, dass die Inkubation keinen Einfluss auf die Respiration hatte. 
Abb. 3.10 Einfluss der Zeit bzw. Kälteinkubation auf die zelluläre Respiration bei A) 5°C 0h vs. 
22h ? NEAC: nordost-arktischer Kabeljau (n = 7), ?: NSC: Nordseekabeljau (n = 11). B) 23°C: 
NEAC: nordost-arktischer Kabeljau, ?? 0h vs. 18 h (n = 7), ?? 18h vs. 28h (n =5), NSC: 
Nordseekabeljau, ??0h vs. 18 h (n = 13), ?18h vs. 28h (n = 8).
Die Diagonale verläuft mit y = x, d.h. Messung 1 = Messung 2. Dargestellt sind die Daten der 
Einzelpräparationen.
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Aus Abbildung 3.10 wird ersichtlich, dass sich die Kälteinkubation je nach Messtempera-
tur unterschiedlich auf die Respirationsraten der isolierten Leberzellen auswirkte. Bei 5°C 
befanden sich die Messungen an Tag 2 meist oberhalb der Linie, was auf gesteigerte Re-
spirationsraten hindeutete (Abb. 3.10 A), wohingegen sich bei 23°C meistens kein Unter-
schied zwischen Messung 1 und Messung 2 ergab (Abb. 3.10 B). 
In beiden Populationen hatte der Faktor Zeit während des Messtages 2 (Messung zu Stunde 
18 und 28) auf die Sauerstoffverbrauchsraten bei 23°C keinen signifikanten Einfluss (siehe 
Anhang Abb. 6.2 und Tab. 6.7). Daher wurde in den weiterführenden Auswertungen der 
gemittelte Wert aus Morgen- (18 h) und Abendmessung (28 h) dargestellt und als 18/28 h 
bezeichnet. 
Für eine genauere Analyse wurde der Zeiteffekt auf die totale Zellrespiration getrennt nach 
Populationen dargestellt (Abb. 3.11 NEAC und 3.12 NSC). Nach einer 18 – 22 stündigen 
Lagerung bei 0°C steigerte sich die Respiration isolierter Leberzellen des nordost-arkti-
schen Kabeljaus um den Faktor 2,9 bei 5°C (p = 0,0476), während bei 23°C keine Ände-
rung in den Sauerstoffverbrauchsraten gefunden wurde (Änderungsfaktor 0,9, Abbildung 
3.11 A & B). Daraus ergab sich eine unterschiedliche Temperaturempfindlichkeit der zel-
lulären Respiration zwischen den Messtagen. Wie in Tabelle 3.3 dargestellt, ergab sich an 
Tag 1 für NEAC bei einer Änderung von 5°C zu 23°C eine signifikante Erhöhung der Re-
spiration (0,07 ± 0,02 zu 0,16 ± 0,03 nmol O2/(Mio Zellen•min), p = 0,0152) mit einem 
Q10 von 1,66, während an Tag 2 der Q10 desselben Temperaturspektrums bei 1,0 lag. Mit 
ähnlichem Muster änderte sich auch die Aktivierungsenergie (Ea) von 39,8 ± 14,7 kJ/mol 
an Tag 1 zu 0 kJ/mol an Tag 2 (siehe Tabelle für weitere Details). 
Die Aufteilung der Respiration in mitochondriale und nicht-mitochondriale Anteile (Abb. 
3.11 C & D) zeigte keine Änderung im mitochondrialen Anteil bei 5°C (Abb. 3.11 C), 
während bei 23°C der Anteil des Sauerstoffverbrauchs durch Mitochondrien signifikant 
abnahm (p = 0,0028). Der Temperatureffekt (5°C zu 23°C) auf die mitochondriale Atmung 
zu Stunde 0 zeigte einen Trend zur Respirationszunahme mit einem Q10-Wert von 2,07 und 
einer Ea von 46,61 ± 12,26 kJ/mol (p = 0,0946). Nach 18/28 h und einer Lagerung bei 0°C 
wurde keine temperaturinduzierte Steigerung auf die mitochondriale Atmung verzeichnet 
(Q10 = 0,84 und Ea = 0 kJ/mol, bei 5 – 23°C).
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Ebenso wie für die Respiration isolierter Hepatozyten von NEAC, äußerte sich auch bei 
den Hepatozyten von NSC der Zeit- bzw. Inkubationseffekt in einer veränderten zellulären 
Respirationsrate (Abb. 3.12 A & B; nur totale Respiration, für NSC wurde an Tag 1 keine 
Inhibierung durchgeführt). Im Vergleich zu der Respirationsrate an Tag 1 (0 h) ergab sich 
an Tag 2 (22 h bzw. 18/28 h) eine um den Faktor 3,3 (p = 0,0003) erhöhte Respiration bei 
5°C und, im Gegensatz zu der Beobachtung für NEAC, eine um den Faktor 1,4 (p = 
0,0250) erhöhte Respiration bei 23°C. Wie auch beim arktischen Kabeljau konnte vor der 
Lagerung ein deutlicher Temperatureffekt auf die Zellrespiration beobachtet werden. Der 
Sauerstoffverbrauch erhöhte sich signifikant zwischen 5°C und 23°C von 0,05 ± 0,01 nmol 
O2/(Mio Zellen•min) (5°C) auf 0,10 ± 0,01 nmol O2/(Mio Zellen•min) (23°C) (p = 0,0011). 
Dies entsprach einem Q10-Wert von 1,4 und einer Aktivierungsenergie Ea von 
Abb. 3.11 Einfluss der Zeit bzw. Kälteinkubation auf die zelluläre Respiration bei 5°C und 23°C 
isolierter Leberzellen des nordost-arktischen Kabeljau (NEAC), Hälterungstemperatur 10°C.
Totale Respiration gemessen A) zum Zeitpunkt 0h und B) zum Zeitpunkt 22h bzw. 18/28h (n = 6)
Anteil der mitochondrialen Atmung in % zur Totalrespiration C) zum Zeitpunkt 0h und D) zum 
Zeitpunkt 22h bzw. 18/28h (n = 2-7). Dargestellt sind MW ± SE bzw. mittlere Abweichung bei n = 2 
Aus Gründen der Übersichtlichkeit werden in den stacked-Darstellungen (C & D) teilweise die 
negativen Fehlerbalken angegeben. Gleiche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede 
zwischen den Datensätzen, ?? ??????????? ????????????? Änderung in der Respirationsrate um den 
jeweils genannten Faktor.
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23,3 ± 5,4 kJ/mol. An Tag 2 hingegen wurde auch für NSC eine temperaturunabhängige 
Respiration beobachtet, was sich in einem Q10 = 1 und einer Ea = 0 kJ/mol widerspiegelte. 
Zur besseren Übersicht wurden in den Tabellen 3.2 und 3.3 die mittleren MO2-Werte wäh-
rend der verschiedenen Messzeitpunkte und die zugehörigen Q10-Werte und Aktivierungs-
energien zusammengefasst. 
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Abb. 3.12 Einfluss der Zeit bzw. Kälteinkubation auf die zelluläre Respirat  bei 5°C un  23°C isolierter 
Leberzellen des Nordseekabeljau (NSC), Hälterungstemperatur 10°C. 
Totale Respiration gemessen A) zum Zeitpunkt 0h und B) zum Zeitpunkt 22h bzw. 18/28h (n = 7-10) 
Darge??????? ????? ??? ?? ???? ?? ??????????? ????????????? Änderung in der Respirationsrate um den jeweils 
genannten Faktor.
Ergebnisse
47
Tabelle 3.2 Totale Respirationsraten isolierter Hepatozyten von Kabeljau im Zeit- und Popula-
tionsvergleich
Dargestellt sind Mittelwert und Standardfehler mit der jeweiligen Versuchstieranzahl in Klammern. n.s.: 
nicht signifikant, 18/28 h: Mittelwert aus 18h und 28 h Messung, * kennzeichnen signifikante Unterschiede 
zwischen Tag 1 (0h) und Tag 2 (22h & 22/28h)
Mess-
zeitpunkt
Mess-
temperatur
NEAC MO2
[nmol O2/(Mio Zel-
len•min)]
NSC MO2
[nmol O2/(Mio Zel-
len•min)]
Signifikanz 
NEAC : NSC
5°C 0,07 ± 0,02 (n = 7) 0,05 ± 0,01 (n = 13) n.s.
0 h
23°C 0,16 ± 0,03 (n = 6) 0,10 ± 0,01 (n = 14) p = 0,02
22 h 5°C 0,16 ± 0,02 (n = 8)* 0,17 ± 0,02 (n = 10)* n.s.
18/28 h 23°C 0,16 ± 0,02 (n = 7) 0,15 ± 0,01 (n = 13)* n.s.
Tabelle 3.3 Q10-Werte und Aktivierungsenergie (Ea) der totalen Zellrespiration isolierter Hepato-
zyten von Kabeljau im Zeit- und Populationsvergleich (Temperaturbereich 5 – 23°C).
#: Messung ergab negative Aktivierungsenergien, diese wurde aufgrund der biologischen Relevanz auf 0 
gesetzt (gemessene Werte siehe Anhang Tab. 6.11)
Mess-
zeitpunkt
NEAC NSC
Signifikanz
NEAC : NSC
Q10 1,66 1,42
0 h
Ea [kJ/mol] 39,77 ± 14,67 23,32 ± 5,39 p = 0,028
Q10 1,00 0,9322 h & 
18/28 h Ea [kJ/mol] 0
# 0# n.s.
Aufgrund des Zeit- bzw. Inkubationseffektes (Lagerung bei 0°C) und der daraus resultie-
renden Änderung im Sauerstoffverbrauch der primären Hepatozyten beider Kabeljaupo-
pulationen sind für den Aspekt des Populationsunterschiedes vor allem die Daten geeignet, 
die an Tag 1 (Zeitpunkt 0 h) erhoben wurden (Tab. 3.2). Zwischen den Populationen wurde 
kein signifikanter Unterschied in der zellulären Respiration bei 5°C gefunden, obwohl 
NEAC einen leicht höheren Wert aufwies. Bei 23°C hingegen ergab sich ein deutlicher 
Unterschied im Zellstoffwechsel zwischen den Populationen. Im Vergleich zum zellulären 
Sauerstoffverbrauch von NSC hatte NEAC einen um den Faktor 1,6 signifikant erhöhten 
zellulären Sauerstoffverbrauch (p = 0,02). Dieser Populationsunterschied äußerte sich 
ebenfalls in der Temperaturabhängigkeit des zellulären Sauerstoffverbrauchs durch signifi-
kant unterschiedliche Aktivierungsenergien der totalen Respiration von NEAC und NSC.
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3.4 LEBERZELLEN: TEMPERATUREFFEKT AUF RESPIRATION UND 
BETEILIGTE PROZESSE
Die Untersuchung zum Temperatureffekt an Tag 2 auf die totale Zellrespiration und daran 
beteiligte Prozesse ergab für beide Populationen ein ähnliches Bild eines hyperbolischen 
Zusammenhanges. In der Abbildung 3.13 wurden die Datensätze für NEAC zusammenge-
fasst. Es zeigte sich im unteren Temperaturbereich eine signifikante Steigung im zellulären 
Sauerstoffverbrauch, während oberhalb von 5°C keine signifikante Änderung der Sauer-
stoffverbrauchsraten zu erkennen war. Lediglich der Wert für 15°C stach dabei heraus und 
war signifikant unterschiedlich zu allen Werten außer 9°C. 
Abb. 3.13 Einfluss der Temperatur nach Kälteinkubation (an Tag 2) isolierter Hepatozyten des nordost-
arktischen Kabeljaus (NEAC, Hälterungstemperatur 10°C) auf A) die zelluläre Respiration (n = 7-9), B) 
die mitochondriale bzw. nicht-mitochondriale Atmung (in % vom Totalsauerstoffverbrauch, n = 3-9) und 
C) den Sauerstoffverbrauch durch ATP-Synthese (n = 3-8) und Protonenleck (n = 2-5) sowie auf den 
nicht-mitochondrialen Sauerstoffverbrauch (in % vom Totalsauerstoffverbrauch). Kennzeichnung der 
einzelnen Prozesse siehe Legende. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler bzw. mittlere 
Abweichung bei n = 2. Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurden in den stacked-Darstellungen (B & C) 
teilweise die negativen Fehlerbalken angegeben. Für 15°C liegen keine Daten für eine Inhibierung mit 
Oligomycin vor, daher wurde hier die undifferenzierte mitochondriale Respiration dargestellt. * 
kennzeichnet signifikanten Unterschied zu Daten bei 1°C. # kennzeichnet signifikanten Unterschied zu 
Daten bei 23°C. + kennzeichnet signifikanten Unterschied zu Daten bei 15°C.
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Durch Einsatz der Inhibitoren Kaliumcyanid (KCN) und Oligomycin wurden in einer An-
näherung die prozentualen Anteile am zellulären Sauerstoffverbrauch durch mitochondri-
ale Atmung, ATP-Synthese, Protonenleck, und nicht-mitochondriale Respiration bestimmt. 
Im untersuchten Temperaturspektrum trug die mitochondriale Atmung zwischen 46% und
72% zu der totalen Respiration bei (Abb. 3.13 B). Einzig zwischen den Messtemperaturen 
1°C und 9°C wurde eine signifikante Änderung gefunden. Im Vergleich zu 1°C erhöhte 
sich bei 9°C der prozentuale Anteil der mitochondrialen Respiration um den Faktor 1,6. 
Die weitere Unterteilung der mitochondrialen Atmung in ATP-Synthese und Protonenleck 
ergab keine signifikante temperaturabhängige Änderung der Anteile (Abb. 3.13 C). Die
Werte für ATP-Synthese lagen bei 53,46 ± 5,26% und für Protonenleck bei 20,48 ± 4,72% 
der totalen Respiration im Temperaturbereich 1°C bis 23°C.
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Wie in der Abbildung 3.14 dargestellt, ergab sich für den Nordseekabeljau, in Bezug auf 
den Temperatureffekt, ein ähnliches Bild. Die totale Respiration stieg zwischen 1°C bis 
5°C signifikant an, während in den höheren Temperaturen keine weitere Änderung des 
Sauerstoffverbrauchs erfolgte (Abb. 3.14 A). 
Der prozentuale Anteil der mitochondrialen Respiration am totalen Sauerstoffverbrauch 
(Abbildung 3.14 B) war signifikant erhöht bei 5°C, 7°C und 15°C im Vergleich zu 1°C 
und 23°C (nicht zu 15°C). Bei diesen Temperaturen lag die mitochondriale Atmung zwi-
schen 62% und 72% im Vergleich zu 36% und 45% (1°C & 23°C). Wurde der mito-
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Ab . 3.14 Einfluss der Temperatur nach Kälteinkubation (an Tag 2) isolierter Hepatozyten des 
Nord e kabeljaus (NSC, Hälterungst mperatur 10°C) auf A) di  zell läre Respiration (n = 8 - 13), B) die 
mitochond iale bzw. nicht-mitochondriale Atmung (in % vom Totalsauerstoffverbrauch, n = 7-10) und C) 
den Sauerstoffverbrauch durch ATP-Synthese (n = 4-7) und Protonenleck (n = 1-5; nicht zu sehen bei 1°C 
aufgrund n=1)) sowie auf den nicht-mitochondrialen Sauerstoffverbrauch (in % vom 
Totalsauerstoffverbrauch). Kennzeichnung der einzelnen Prozesse siehe Legende. Dargestellt sind MW ± 
SE. Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurden in den stacked-Darstellungen (B & C) teilweise die 
negativen Fehlerbalken angegeben. * kennzeichnet signifikanten Unterschied zu Daten bei 1°C. # 
kennzeichnet signifikanten Unterschied zu Daten bei 23°C. + kennzeichnet signifikanten Unterschied zu 
Daten bei 15°C. ?? ????????????? ?????? ?????????????? ???????? ????????? ????? ???????????? ??????????
Temperaturpunkten. 
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Abb. 3.15 Einfluss der Temperatur 
auf die Citratsynthase-Aktivität 
isolierter Hepatozyten der 
untersuchten Kabeljaupopulationen, 
Hälterungstemperatur 10°C.? NEAC: nordost-arktischer Kabeljau 
(n = 4-6), ? NSC: Nordseekabeljau (n 
= 9-16). Dargestellt sind MW ± SE. 
Gleiche Buchstaben kennzeichnen 
signifikante Unterschiede zwischen 
den Daten. 
chondriale Anteil aufgeschlüsselt in Sauerstoffverbrauch durch ATP-Synthese und 
Protonenleck (Abb. 3.14 C), ergaben sich signifikant höhere Anteile für ATP-Synthese bei 
5°C und 9°C im Vergleich zu 15°C.
3.5 CITRATSYNTHASE-AKTIVITÄT
Die Aktivität der Citratsynthase (CS), gemessen in den eingefrorenen Proben isolierter
Hepatozyten von Tag 2, zeigte für beide Populationen (NEAC und NSC) einen deutlichen 
Temperatureffekt (Abb. 3.15). Die CS-Aktivität war signifikant höher bei 15°C als bei 5°C 
(NEAC: 1,56 ± 0,23 mU/Mio Zellen (5°C) vs. 2,99 ± 0,28 mU/Mio Zellen (15°C), 
p = 0,0074; NSC: 1,43 ± 0,19 mU/Mio Zellen (5°C) vs. 2,34 ± 0,32 mU/Mio Zellen
(15°C), p = 0,0234). Zwischen den Populationen wurde kein signifikanter Unterschied in 
der CS-Aktivität gefunden, obwohl NEAC leicht erhöhte Werte aufzeigte. Die berechneten 
Q10-Werte und Aktivierungsenergien waren ähnlich zwischen den Populationen (Tabelle 
3.4).
Tabelle 3.4. Aktivierungsenergie (Ea) und Q10-Werte der Citrat-
synthase-Aktivität isolierter Hepatozyten der untersuchten Kabeljau-
populationen im Bereich 5 – 15°C Messtemperatur. 
NEAC: nordost-arktischer Kabeljau, NSC: Nordseekabeljau, n.s.: nicht signi-
fikant. Angegeben sind MW + SE
NEAC NSC
Signifikanz:
NEAC : NSC
Q10 1,77 ± 0,20 1,72 ± 0,01 n.s.
Ea 
[kJ/mol]
32,47 ± 15,40 28,90 ± 14,70 n.s.
0
1
2
3
4
a
a
5°C 15°C
Messtemperatur
b
b
m
U
/M
io
  Z
el
le
n
52
4 Diskussion
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Temperatur auf die Respiration von He-
patozyten zweier Kabeljaupopulationen von Gadus morhua (Barents- und Nordsee) unter-
sucht. Neben den zellulären Daten wurde der Standardstoffwechsel der Tiere erfasst, um 
diese zwei Aspekte in einen Zusammenhang stellen zu können.
4.1 KÖRPERINDIZES
Der in dieser Arbeit ermittelte Konditionsfaktor (K) lag sowohl für kurzzeit- wie auch für 
langzeitakklimierte Tiere zwischen 0,64 und 0,95, wobei kein Unterschied zwischen den 
Populationen gefunden wurde (Abb. 3.3, Anhang Tabelle 6.1). In der Literatur werden für 
Gadus morhua mit gutem Ernährungszustand Konditionsfaktoren von 0,9 bis über 1,0 an-
gegeben (0,93 in Lambert und Dutil 1997a, 1,05 in Dutil et al. 1999, 0,99 – 1,27 in 
Schwalme und Chouinard 1999). In freier Natur fanden sich jedoch K-Werte unterhalb 
dieses Optimums (0,69 – 0,93 in Lambert und Dutil 1997a), die zudem jahreszeitlichen 
Schwankungen ausgesetzt sind (Lambert und Dutil 1997b). Als Übergangspunkt von einer 
guten zu einer schlechten körperlichen Verfassung wird K = 0,7 angegeben (Schwalme
und Chouinard 1999). Dies wurde im Hungerexperiment nach 3 Wochen ohne Futter er-
reicht (0,51 – 0,84 in Dutil et al. 2006). Der hier bestimmte Konditionsfaktor lag demnach 
im Bereich einer mittleren Kondition, die auch im Feld anzutreffen ist. Der Konditions-
faktor des langzeitgehälterten Nordseekabeljau war im Juli 2006 schon einmal bestimmt 
worden und zeigte mit Werten zwischen 0,69 und 0,94 (siehe Anhang Tabelle 6.3) keine 
signifikante Änderung in diesem Zeitraum. Ein Einfluss der Hungerphase (siehe 2.1 und 
2.4, bessere Zellisolierung aus fettarmer Leber) auf die Kondition der Tiere konnte daher 
ausgeschlossen werden. Die Variation des Konditionsfaktors zwischen einzelnen Tieren ist 
mit dem hierarchischen Fressverhalten von Fischen zu erklären (McCarthy et al. 1993). 
Der hier gemessene hepatosomatische Index (HSI) zeigte keinen Populationseffekt, lag 
jedoch mit Werten zwischen 0,54 und 1,9 (Abbildung 3.4, Anhang Tabelle 6.1) deutlich
unter manchen Literaturwerten für Kabeljau von 2,3 bis 7,2 (2,3 – 5,23 (0 – 10°C akkli-
miert) in Lambert und Dutil 1997a; 1997b, 5,7 – 7,2 (6 – 10°C akklimiert) in Dutil et al. 
2006, 2,11 – 5,27 (8°C akklimiert) in Holdway und Beamish 1984). In Wachstumsexperi-
menten können diese Werte noch um ein Vielfaches überschritten werden (10,8 ± 0,9 
(12°C akklimiert) in Lannig et al. 2003). Die in dieser Arbeit erhobenen Daten lagen in 
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dem Bereich, der in Hungerexperimenten gefunden wurde (0,76 ± 0,09 (9°C akklimiert) 
nach 107 Tage Hunger in Black und Love 1986, 0,65 ± 0,05 (8°C akklimiert) nach 10 Wo-
chen Hunger in Guderley et al. 1996). Werte dieser Größenordnung sind Indikatoren für 
geringe Energieeinlagerungen und wurden auch in anderen Laborexperimenten mit Ka-
beljau der beiden Populationen gefunden (Lucassen et al. 2006: NSC 1,04 ± 0,05, NEAC 
1,27 ± 0,1, jeweils 10°C akklimiert und Fischer 2002: NSC: 1,2, NEAC 0,7, jeweils 12°C 
akklimiert).
Bei der Leber handelt es sich um das Speicherorgan der Fische (Lambert und Dutil 1997a).
Die zweiwöchige Hungerphase beeinflusste daher, wie zu erwarten war, den hepatosomati-
schen Index, indem Energiereserven (Lipide) abgebaut bzw. nicht angelegt wurden.
Der maximale gonadosomatische Index (GSI) der weiblichen Versuchstiere (Abbildung 
3.5, Anhang 6.1) lag in dieser Arbeit bei 1,54, der der Männchen maximal bei 0,4. Zu-
sätzlich zu der Sichtkontrolle bei der Präparation veranschaulichte der niedrige GSI die 
Juvenilität der untersuchten Kabeljauexemplare (Weibchen: Geschlechtsreif ???????????-
chen: Geschlechtsreif ???? in Burton et al. 1997; Schwalme und Chouinard 1999). Damit 
kann ausgeschlossen werden, dass es aufgrund von Gonadenreifung zu einer Verlagerung 
von Energiereserven aus der Leber in die Reproduktion gekommen war (Schwalme und 
Chouinard 1999). Das Geschlechterverhältnis der Versuchstiere war etwa 1:1, so dass sich 
die Unterschiede zwischen Männchen und Weibchen nicht auf die erhobenen Daten aus-
wirkten. 
Die bestimmten Parameter K, HSI und GSI zeigten keinen Unterschied zwischen den Po-
pulationen. Ein Einfluss dieser Indizes auf den Populationsvergleich der Raten von Stan-
dardstoffwechsel und Zellrespiration konnte somit ausgeschlossen werden.
4.2 GANZTIERRESPIRATION
Während der Messungen zum Standardstoffwechsel von Kabeljau wurde ein möglicher 
Einfluss der Wasserqualität (d.h. Ammonium- und Nitrit-Konzentrationen) festgestellt. 
Dieser Effekt soll hier kurz diskutiert werden. Dabei legen Literaturbefunde nahe, dass 
Ammonium die beobachteten Phänomene verursacht hatte.
Ammonium wirkt in hoher Konzentration im umgebenden Wasser toxisch, da bei einem 
pH Wert von 8 ca. 4% als Ammoniak vorliegen. Ammoniak gilt als starkes Zellgift und 
kann zu Störungen im Energiestoffwechsel führen. Ammoniak erhöht durch die Aufnahme 
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eines Protons den intrazellulären pH-Wert (pHi) und führt damit zu Änderungen in den 
Proteinkonformationen (Penzlin 2005). Des Weiteren muss unter Energieverbrauch der pHi
reguliert sowie NH4
+ zum Ladungsausgleich unter Energieverbrauch über Kanäle wieder 
aus der Zelle befördert werden (Müller 2004). Dieser Effekt könnte die beobachtete posi-
tive Korrelation zwischen Standardstoffwechsel und erhöhten Ammoniumwerten im Um-
gebungswasser bei Kabeljau erklären. Auch in juvenilen Seepferdchen (Hippocampus 
abdominalis) und der Regenbogenforelle (Salmo gairdneri) wurde unter Ammoniumstress 
eine Erhöhung der Respirationsraten beobachtet (Smart 1978; Adams et al. 2001). Lang et 
al. (1987) beschrieben eine erhöhte Ventilationsrate sowie vermehrte Schwimmaktivitäten 
bei der Regenbogenforelle Salmo gairdneri unter Ammoniumkonzentrationen (0,25 mg/L), 
die noch unter denen lagen, die in dieser Arbeit zu einem sichtbaren Effekt führten (ca. 
0,35 mg/L). Die Autoren führten die erhöhte Ventilation auf eine niedrigere Affinität von 
O2 zu Hämoglobin bzw. auf eine verringerte Anzahl an zirkulierenden Erythrozyten zu-
rück. Inwieweit dies auch für Kabeljau zutrifft, ist bisher nicht bekannt. Die Auswirkungen
der Wasserqualität auf den Energiestoffwechsel des Kabeljau sollten in einem kontrollier-
ten Experiment weiter überprüft werden. Die in dieser Arbeit als „hoch“ bezeichneten 
Ammoniumkonzentrationen lagen noch im „akzeptablen“ Bereich (Tabelle 3.1). Es sollte
getestet werden, inwiefern diese Konzentrationen auch tatsächlich akzeptabel sind. Dabei 
sollte der Aspekt einer möglichen Beeinflussung durch Parallelmessungen mit untersucht 
werden. Zwar bestand zwischen den Fischen während des Experiments kein visueller 
Kontakt, doch ist nicht auszuschließen, dass sich die Tiere gegenseitig olfaktorisch beein-
flusst haben.
Vor dem Hintergrund eines möglichen Zusammenhangs zwischen Ammoniumkonzentra-
tion im Wasser und dem Standardstoffwechsel des Kabeljau zeigte sich beim Vergleich mit 
Werten aus der Literatur (Tabelle 4.1), dass die hier bei niedriger Ammonium-
konzentration gemessenen Werte in dem Bereich derer liegen, die Schumann und Steffen-
sen (1997) gemessen hatten. Die Daten anderer Arbeiten (Claireaux et al. 2000, Fischer 
2002, Zittier 2006, Lurman 2007) zeigen dagegen Sauerstoffverbrauchsraten, die hier bei 
hohen Ammoniumwerten auftraten. Leider kann über die Wasserqualität in den in der Ta-
belle aufgeführten Arbeiten keine Aussage gemacht werden. Ein genaues Monitoring der 
Ammoniumgehalte erscheint bei den Messungen der Standardstoffwechselrate beim Ka-
beljau sinnvoll.
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In Übereinstimmung mit den Studien von Fischer (2002) und Lurman (2007) ergab sich 
kein Unterschied im Standardstoffwechsel der Kabeljaupopulationen verschiedener Habi-
tate (Barentssee vs. Nordsee, Akklimationstemperatur = Messtemperatur; siehe Tab. 4.1).
Tabelle 4.1: Standardstoffwechsel für Kabeljau G. morhua in Abhängigkeit von Population bzw. 
Habitat
Alle MO2-Werte auf 1 kg Tiergewicht normalisiert,+ kennzeichnet aus Schwimmtunnelversuchen interpo-
lierte Datensätze, # in einem Respirometer befanden sich 3 Fische, * aus den Literaturdaten normiert auf 1 
kg; angegeben sind MW ± SD
Referenz Population/Herkunft
Akklimations-/ 
Messtemperatur 
[°C]
Tiergewicht [g]
MO2 normiert
 [mg O2/(kg•h)]
Schurmann und 
Steffensen 1997
Öresund/
Norwegen 10°C 158 ± 40 39,4 ± 7,5* 
+
Nordsee 12°C 223 – 433 59,5 ± 20,6
Fischer 2002
Barentssee 12°C 169 – 333 65,5 ± 3,9
Zittier 2006
Barentssee (Zucht, 
F1-Generation) 10°C 83 ± 19 61,7 ± 14,7
Claireaux et al. 
2000
Canada 
(Scotian Shelf) 10°C 950 – 1850 54,4 ± 4,1
#
Barentssee (Zucht, 
F1-Generation) 10°C 959 ± 180 ca. 65
+
Lurman 2007
Nordsee 10°C 712 ± 230 ca. 60+
Barentssee (Zucht, 
F1-Generation) 10°C 409 ± 55 35,73 ± 3,0Diese Studie
Niedrige [NH4
+]
Nordsee 10°C 745 ± 52 41,42 ± 5,5
Barentssee (Zucht, 
F1-Generation) 10°C 409 ± 55 60,59 ± 4,7Diese Studie
Hohe [NH4
+]
Nordsee 10°C 745 ± 52 61,65 ± 1,8
Da der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit auf dem zellulären Stoffwechsel und seiner
Rolle im Energiehaushalt des Tieres lag, werden die Standardstoffwechselraten der Popu-
lationen im späteren Kapitel 4.3.3 ausführlich behandelt.
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4.3 LEBERZELLEN:
4.3.1 Isolation
Die Fütterung der Versuchstiere war für 2 Wochen verringert bzw. teilweise eingestellt 
worden, um den Lipidgehalt der Leber zu reduzieren. An anderer Stelle wurde bei Kabel-
jau nach 107 Tagen Hunger eine Reduktion des Fettgehalts der Leber von 65,9 ± 4,3% auf 
4,7 ± 1,2% beschrieben (Black und Love 1986). Bei den hier untersuchten Tieren zeigte 
sich anschließend auch optisch ein verringerter Fettgehalt (rötliche statt weißliche Färbung 
der Leber). Dies führte zu einer verbesserten Präparation der Hepatozyten. Ein eventueller 
Effekt des Hungerstoffwechsels auf die späteren Zellrespirationsmessungen konnte dabei 
jedoch nicht ausgeschlossen werden. Dies wird in einem späteren Absatz diskutiert (siehe 
4.3.3). 
4.3.2 Abnahme Zellzahl und Viabilität
Trotz Abnahme der intakten Zellen mit der Zeit lag die Zellzahl während des gesamten 
Versuchsverlaufes im Bereich von 2 – 4 Millionen Zellen pro Milliliter. Diese Werte fan-
den sich auch in anderen Arbeiten mit frisch isolierten Leberzellen aus verschiedenen 
Fischarten (2-10 • 106 aus Lampetra fluviatilis in Gamper et al. 2001, 2,5 • 106 von On-
corhynchus mykiss in McKinley und Hazel 2000) und in Zellkulturen von Zoarces vivipa-
rus (2 • 106 in Eckerle in Vorber.). In Testversuchen dieser Arbeit hatte sich gezeigt, dass 
in Messungen mit geringeren Konzentrationen die Sauerstoffverbrauchsraten nicht mehr 
detektiert werden konnten.
Die gemessenen Respirationsraten wurden auf die aktuelle Zellzahl bezogen. Da Respira-
tionsrate und Zellzahl in einem linearen Verhältnis stehen (Savina und Gamper 1998), 
konnte eine Auswirkung der Zellabnahme auf die Respirationsdaten ausgeschlossen wer-
den. 
Der Zustand der Zellen (Viabilität) wurde in dieser Arbeit mit Hilfe der Trypan Blau-Fär-
bung bestimmt. Ein Nachteil dieser Methode ist, dass nur schwere Schädigungen 
beobachtet werden können. Aufgrund seiner leichten Durchführung und Schnelligkeit 
eignet sie sich dennoch am besten, um den Zustand der Zellsuspension zu erfassen (Pfaff et 
al. 1980) und wird in der Literatur zahlreich verwendet (u.a. in Schwarzbaum et al. 1992; 
Smith und Houlihan 1995; Langenbuch und Pörtner 2003; Mark et al. 2005; Busk und 
Boutilier 2005). 
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In bisherigen Arbeiten zur Respiration von Hepatozyten aus Fischen wurde immer eine 
Viabilität von mindestens 90% angegeben (90-95% in Savina und Gamper 1998; Gamper
und Savina 2000; Gamper et al. 2001, 90% in Pannevis und Houlihan 1992, >95% in 
Krumschnabel et al. 2001; Mark et al. 2005). Ähnlich wie bei Vreugdenhil et al. (1997, an 
Rattenhepatozyten) war die Zellviabilität in der vorliegenden Arbeit geringer, jedoch 
überwiegend über 80% (siehe Anhang Tab. 6.6). Über den Einfluss der Zellviabilität auf 
Respirationsraten isolierter Zellen wurden keine Daten in der Literatur gefunden. Eigene 
Vorversuche zeigten eine deutliche Erhöhung der Zellrespirationsrate erst ab einer Viabi-
lität von ≤ 40%. Obwohl dieser Aspekt bisher nicht in der Literatur diskutiert wurde, ist ein 
möglicher Effekt auf die Messung durch beschädigte Zellen nicht auszuschließen. Nekroti-
sche (sterbende) Zellen verlieren ihr Cytoplasma und die darin enthaltenen lysosomalen 
(abbauenden) Enzyme an die Umgebung. Da hierdurch die umliegenden Zellen gestresst 
bzw. geschädigt werden können (Karp 2005), kann es vermutlich zu veränderten Stoff-
wechselprozessen kommen.
In vorangegangenen Arbeiten ging man, basierend auf Untersuchungen an Ratten, außer-
halb von Kulturbedingungen generell von einer Überlebenszeit der Hepatozyten von 4 – 6 
Stunden aus (Berry et al. 1997). Dies konnte jedoch in dieser Arbeit widerlegt werden, da 
hier auch noch nach 28 Stunden ohne besondere Kulturmaßnahmen (z.B. Inkubation in 
Leibowitz L-15 Medium mit Antibiotika (Eckerle in Vorber.)), nur durch den Zusatz von 
Glucose und Lagerung bei tiefen Temperaturen (0°C), eine hohe Viabilität erhalten werden 
konnte.
4.3.3 Leberzellen: Populationseffekt 
Dies ist, meines Wissens nach, die erste Untersuchung zum zellulären Sauerstoffverbrauch 
von Kabeljauhepatozyten. Um dennoch einen Eindruck der Größenordnung der hier ge-
fundenen Respirationsraten zu bekommen, fand eine Gegenüberstellung mit Sauerstoff-
verbrauchswerten von Leberzellen verschiedener Fischarten statt (siehe Tabelle 4.2). Die 
Rate des in dieser Arbeit bestimmten zellulären Sauerstoffverbrauchs lag dabei niedriger 
als in den bisherigen Arbeiten (Krumschnabel et al. 1997, Savina und Gamper 1998, Mark 
2005). In der Arbeit von Krumschnabel (1997) hatte sich eine Abhängigkeit des zellulären 
Sauerstoffverbrauchs (Hepatozyten von Oncorhynchus mykiss und Rutilus rutilus) von 
dem Ernährungsstatus der Tiere (ad libitum vs. 1 Fütterung pro Tag) gefunden. Bei einer 
Messtemperatur von 8°C war der Sauerstoffverbrauch der Hepatozyten von ad libitum ge-
fütterten Tieren um das 3fache, bei 15°C um das 2,4fache und bei 20°C um das 1,8fache 
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erhöht, was zu einer geringeren Temperaturabhängigkeit bei der Zellrespiration führte 
(siehe Tabelle 4.2). Möglicherweise hatte die eingeschränkte Fütterung in dieser Arbeit 
einen Einfluss auf die Respirationsraten und erklärt eventuell die niedrigeren Respirations-
raten im Vergleich mit der Literatur. Dieser Effekt musste jedoch für eine gelungene Zell-
präparation und aus zeitlichen Gründen in Kauf genommen werden. Interessanterweise 
entsprachen die Q10-Werte der Zellrespirationsraten von Kabeljau, trotz eingeschränkter 
Fütterung, eher den Daten von ad libitum gefütterten Regenbogenforellen. Der Effekt der 
Fütterung auf den Stoffwechsel isolierter Hepatozyten von Kabeljau bleibt aber zu unter-
suchen.
Ein Einfluss des Ernährungsstatus auf etwaige Populationsunterschiede zwischen NEAC 
und NSC wurde ausgeschlossen, da beide Versuchsgruppen die gleiche Behandlung erfuh-
ren (verringerte Fütterung) und die Tiere zudem, wie oben schon erwähnt, keinen Unter-
schied in den Körperindizes zeigten.
Tabelle 4.2. Respirationsraten isolierter Fischhepatozyten in Abhängigkeit von Akklimations- und 
Messtemperatur.
Messungen erfolgten jeweils am Zellpräparationstag
Referenz
Art
 (Akklimationstemperatur)
Respirationsrate
 mit Messtemperatur 
[nmol O2/(Mio Zellen•min]
Q10 der
Respirationsrate
Savina und 
Gamper 1998
Flussneunauge (2-6°C)
(Lampetra fluviatilis) 
20°C: November 1,89 ± 0,16 
20°C: Februar 0,66 ± 0,07
Mark et al. 2005
Trematomus euleptidotus
(0-1°C)
3°C: ca. 0,12
15°C: ca. 0,5
3,28
Regenbogenforelle (5°C)
(Oncorhynchus mykiss)
ad libitum-Fütterung
8°C: 0,22 ± 0,02
15°C: 0,45 ± 0,05
20°C: 0,75 ± 0,05
2,90 (8-15°C)
2,82 (8-20°C)
2,72 (15-20°C)
Regenbogenforelle (15°C)
(Oncorhynchus mykiss)
Fütterung 1x/Tag
8°C: 0,22 ± 0,2
15°C: 0,44 ± 0,03
20°C: 0,58 ± 0,06
2,71 (8-15°C)
2,26 (8-20°C)
1,76 (15-20°C)
Krumschnabel 
et al. 1997
Regenbogenforelle (15°C)
(Oncorhynchus mykiss)
ad libitum-Fütterung
8°C: 0,68 ± 0,04
15°C: 1,09 ± 0,10
20°C: 1,22± 0,07
1,98 (8-15°C)
1,63 (8-20°C)
1,24 (15-20°C)
NEAC (10°C)
(Gadus morhua)
5°C: 0,07 ± 0,05
23°C: 0,16 ± 0,07
1,66
Diese Studie
NSC (10°C)
(Gadus morhua)
5°C: 0,05 ± 0,02
23°C: 0,10 ± 0,04
1,42
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Wie zu erwarten war, stiegen die Zellrespirationsraten beider Populationen mit der Tempe-
ratur an, wobei sich die Messtemperatur jedoch unterschiedlich auf den Zellstoffwechsel 
der untersuchten Kabeljaupopulationen auswirkte (Abbildung 4.1). Zeigte sich bei 5°C 
Messtemperatur kein Unterschied im zellulären Sauerstoffverbrauch zwischen NEAC und 
NSC, wurde bei 23°C ein gesteigerter Sauerstoffverbrauch der Zellen des arktischen Ka-
beljaus im Vergleich zum Nordseekabeljau registriert. Im Gegensatz zu NSC reagiert 
NEAC stärker auf eine Temperaturerhöhung (siehe Q10-Werte und Aktivierungsenergien in 
Tab. 4.3).
Im Vergleich zu Daten zur Temperaturabhängigkeit des Stoffwechsels verschiedener Or-
ganisationsebenen (Standardstoffwechsel, mitochondriale Respirationsraten) des Kabeljau
aus der Literatur lagen die Q10-Werte für die Zellrespiration etwas niedriger (Tabelle 4.3). 
Interessanterweise lag die Temperaturabhängigkeit für den mitochondrialen Anteil an der 
Zellrespiration höher (Q10 und Ea) und somit in einem ähnlichen Bereich wie die Daten für 
isolierte Mitochondrien (siehe Tabelle 4.3). Diese Unterschiede deuten möglicherweise auf 
eine Limitierung der Stoffwechselrate auf Zellebene bei hohen Temperaturen hin. Wie in 
der Einleitung schon angesprochen, zeigen Literaturdaten kein einheitliches Bild zur Tem-
peraturabhängigkeit des zellulären Sauerstoffverbrauchs, und nur bei wenigen Ausnahmen 
ergab sich ein exponentieller Anstieg bei Temperaturerhöhung (Mark et al. 2005). Auf-
0.00
0.05
0.10
0.15
0.20
5°C 23°C
a
a
0 h
Temperatur [°C]
1,6~
M
O
2
[n
m
ol
 O
2/
(M
io
Z
el
le
n*
m
in
)]
Abb. 4.1 Einfluss der Temperatur auf die zelluläre Respiration isolierter Leberzellen der 
untersuchten Kabeljaupopulationen, Hälterungstemperatur 10°C. ?? NEAC: nordost-arktischer 
Kabeljau (n = 6 – 7). ? NSC: Nordseekabeljau (n = 13 - 14). Dargestellt sind Mittelwerte und 
Standardfehler. Gleiche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede. ~ bezeichnet 
Signifikanz des Änderungsfaktors.
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grund der geringen Anzahl an Messtemperaturen zu Stunde 0 kann hier keine Aussage 
über den Verlauf der temperaturabhängigen Respiration gemacht werden. Die erhobenen 
Daten zum Temperatureinfluss auf zelluläre Respiration und Energiehaushalt an Tag 2 sind 
unter dem Vorbehalt des Zeit- und Kälteinkubationseffekts zu interpretieren (siehe dazu 
nachfolgende Kapitel).
Tabelle 4.3 Aktivierungsenergien und Q10-Werte (Temperatureffekt) von Kabeljau, G. morhua in 
Abhängigkeit der systemischen Ebene (Ganztier, Hepatozyten und Mitochondrien)
* kennzeichnet aus Literaturdaten berechnete Werte
Ebene (Referenz)
Population 
 (Akklimations-
temperatur) 
Aktivierungs-
energie Ea
[kJ/mol]
Q10 
(akute Tempe-
raturänderung)
Q10
(Akklimations-
temperatur)
Nordsee 
(12°C)
2,8 (12-20°C)
MO2 Ganztier
(Fischer 2002) Nordsee
(4 & 12°C) 1,0 (4-12°C)*
Barentssee
(4°C)
2,7 (4-16°C)
Norwegen
(4°C)
2,7 (4-16°C)
Barentssee
(4 & 15°C)
2,6 (4-15°C)
MO2 Ganztier
(Zittier 2006)
Norwegen
(4 & 12°C)
1,6 (4-15°C)
Barentssee
(4°C)
3,7 (4-12°C)
Nordsee 
(4°C)
3,4 (4-12°C)
Barentssee
(4 & 10°C)
2,5 (4-10°C)
MO2 Ganztier
(Lurman 2007)
Nordsee
(4 & 10°C)
1,3 (4-10°C)
Barentssee
(10°C)
39,77 ± 14,67 1,66 (5-23°C)Hepatozyten-Respiration
(diese Arbeit) Nordsee
 (10°C) 23,32 ± 5,39 1,42 (5-23°C)
Mitochondrienrespiration (kal-
kuliert aus Zellrespiration,
diese Arbeit)
Barentssee
(10°C)
46,61 ± 29,64 2,07 (5-23°C)
Barentssee
(12°C)
71 ± 15,22 3,56* (4-15°C)Mitochondrienrespiration
maximale ATP-Produktion
(Fischer 2002) Nordsee
 (12°C)
48 ± 12,1 1,82* (4-15°C)
Barentssee
(10°C)
49,86 ± 11,38 2,21 (4-22°C)Mitochondrienrespiration 
maximale ATP-Produktion
(Polleichtner 2006) Nordsee
 (10°C)
55,42 ± 5,30 2,32 (4-22°C)
Barentssee 
(10°C)
64,41 ± 8,82 3,03 (4-22°C)Mitochondrienrespiration 
maximaler Protonenleck
(Polleichtner 2006) Nordsee
 (10°C)
57,79 ± 8,03 2,21 (4-22°C)
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Beim Populationsvergleich wurde, entsprechend der These der Kalt-Eurythermie beim 
arktischen Kabeljau, auch im Zellstoffwechsel von NEAC eine höhere Temperaturabhän-
gigkeit im Vergleich zu NSC gefunden. Es wurden keine Zellrespirationsdaten bei 10°C 
(Hälterungstemperatur der Versuchstiere) erhoben. Ähnliche zelluläre Respirationsraten 
werden jedoch zwischen NEAC und NSC vermutet, da keine Unterschiede zwischen den 
Populationen im Standardstoffwechsel (Messtemperatur 10°C) und im Zellstoffwechsel 
(Messtemperatur 5°C) der Tiere gefunden wurden. Der Vergleich erhobener Daten zum 
Temperatureinfluss auf die Physiologie des atlantischen Kabeljaus verschiedener Populati-
onen von der System- zur Organellebene (Tabelle 4.3) legt die Vermutung nahe, dass sich 
der Grad der Eurythermie vor allem in einer verminderten Toleranz gegenüber hohen 
Temperaturen (> 10°C) äußert. Diese erniedrigte Toleranz wird vermutlich maßgeblich 
von der Temperaturabhängigkeit des mitochondrialen Protonenlecks beeinflusst. Bedauer-
licherweise liegen keine Daten zum Einfluss einer akuten Erwärmung auf den Standard-
stoffwechsel von warm-akklimierten (10 – 12°C) NEAC vor, die einen direkten Vergleich
der zellulären Temperaturabhängigkeit mit der des Stoffwechsels des ganzen Tieres erlau-
ben würden. 
Das Modell der sauerstoff- und kapazitätslimitierten Temperaturtoleranz bei ektothermen 
Meerestiere bezeichnet den Übergang vom aeroben zu anaeroben Stoffwechsel als kriti-
sche Temperatur Tc (siehe Einleitung). Bei einem gesteigerten Energiebedarf auf Zellebene 
sollte daher bei Erwärmung Tc für NEAC niedriger liegen als bei NSC. In der Tat fand 
Zittier (2006) im Vergleich der arktischen zur norwegischen Population, während eines 
akuten Temperaturanstiegs, bei NEAC einen signifikant erhöhten Succinatgehalt (anaero-
bes Endprodukt) bei niedrigeren Temperaturen. Leider erfolgte bei Zittier (2006) kein Ver-
gleich mit Nordseekabeljau; ein ähnlicher Unterschied zwischen arktischen und 
Nordseekabeljau kann jedoch vermutet werden. Fischer (2002) beobachtete im Vergleich 
zum Nordseekabeljau eine erhöhte Mortalität und ein vermindertes Wachstum des arkti-
schen Kabeljau bei 12°C Hälterungstemperatur. All dies deutet auf erhöhte Energiekosten 
bzw. auf eine veränderte Energieallokation beim kalt-eurythermen Kabeljau der Barentssee 
hin, aber einige Fragen bleiben noch zu klären: 
1) Wie erklärt sich die Beobachtung, dass NEAC und NSC bei gleicher Akklima-
tionstemperatur keinen signifikanten Unterschied im Standardstoffwechsel zeigen, 
sich jedoch für NEAC ein deutlich erhöhter Q10-Wert des Standardstoffwechsels 
zwischen kalt- und warm-akklimierten Tieren ergab (siehe Tabelle 4.3)? Und ist 
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dies auf eine unkompensierte Mitochondrienkapazität bei warm-akklimierten 
NEAC im Vergleich zu NSC zurückzuführen?
2) Treten bei NEAC Energieallokationen auf, die vor dem Hintergrund der Beibehal-
tung der mitochondrialen Kapazität mit Warm-Akklimation (Lannig 2003) und 
dem geringeren Wachstum (Pörtner et al. in review) der arktischen Population, den 
beobachteten ähnlichen Standardstoffwechsel zwischen den Populationen bewir-
ken? Und um welche handelt es sich hierbei?
4.3.4. Leberzellen: Zeiteffekt
In den Vergleichsmessungen (0 h und 22 h), die einer Erfassung des Zeiteffektes auf die 
Zellrespiration dienten, zeigte sich bei 5°C eine deutliche Erhöhung der Sauerstoff-
verbrauchsraten. Diese Steigerung der Respiration ist möglicherweise auf Änderungen in 
der Membranzusammensetzung zurückzuführen, wie sie während der homeoviskosen 
Adaptation (Anpassung der Membranfluidität an unterschiedliche Temperaturen) auftreten. 
Die Fluidität und damit die Funktionalität der Zellmembran bei unterschiedlichen Tempe-
raturen soll durch die genannte Adaptation aufrechterhalten werden. In der Kälte erfolgt 
eine Anpassung durch Einlagerungen ungesättigter Fettsäuren, um den nachteiligen Effekt 
niedriger Temperaturen auf die Membranfluidität zu kompensieren. Solche Änderungen 
können in Hepatozyten von Oncorhynchus mykiss bereits innerhalb der ersten 6 Stunden 
nach Inkubation auftreten (Williams und Hazel 1994; 1995) und können bei Ictalurus 
punctatus unabhängig von hormonalen Signalen induziert werden (Koban 1986). Farkas et 
al. (2001) berichten für Neurone von Karpfen (Cyprinus carpio) sogar von Membranände-
rungen innerhalb von 10 Minuten. Eine Änderung in der Membranzusammensetzung in 
dem hier verwendeten Zeitrahmen ist somit sehr wahrscheinlich. Allerdings kann von einer 
abgeschlossenen Membrananpassung nicht ausgegangen werden, da die einzelnen Lipid-
substitutionen in unterschiedlichen Zeitfenstern ablaufen (Minuten bis Wochen) (bei Mus-
kelmitochondrien von Oncorhynchus mykiss in Kraffe et al. 2007) und zudem eine 
hormonelle Stimulation benötigt wird (Hepatozyten von I. punctatus und Z. viviparus (Ko-
ban 1986; Eckerle in Vorber.)).
Es ist annehmbar, dass die Änderungen in der Membranzusammensetzung eine Erhöhung 
der Respiration bei 5°C bewirken, da die Aktivität membrangebundener Proteine, wie es 
die Enzyme der Atmungskette sind, von dieser abhängig ist (Hazel 1972; Cossins et al. 
1981). Die bei 10°C akklimierten Zellen waren somit zur Stunde 0 bei 5°C aufgrund einer 
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erhöhten Viskosität der Zellmembran in ihrer respiratorischen Funktion eingeschränkt. Am 
nächsten Tag war dann durch die kälteinduzierten Umgestaltungen bei 5°C Messtempera-
tur eine höhere Fluidität und dadurch eine verbesserte Funktionalität bzw. eine höhere Re-
spirationsrate der Enzyme gewährleistet. Eine gesteigerte Respiration kann auch auf 
erhöhte Protonenleckströme zurückzuführen sein, da mit der Fluidität der Membran auch 
die Durchlässigkeit der Membran für Protonen steigt.
Da die Änderungen beider Populationen um den gleichen Faktor erfolgen, kann ausge-
schlossen werden, dass eine der Populationen eine größere Kapazität für Membranände-
rungen besitzt. 
Neben dem positiven Effekt der homeoviskosen Adaptation kann es durch Kälteinkubation 
jedoch auch zu Schädigungen der Zellen kommen, die unter anderem durch die Bildung 
von Sauerstoffradikalen, sogenannten ROS (Reactive Oxygen Species), verursacht werden 
(Vreugdenhil et al. 1997; Rauen und de Groot 1998; Rauen et al. 1999 in Rattenheptozy-
ten). Diese initiieren Membranschädigungen durch die Interaktion mit Proteinen, Enzymen 
und Polynukleotiden. Derartige Schädigungen können im Endeffekt zum Zelltod führen 
und beeinflussen möglicherweise die respiratorische Aktivität der Zellen (Tretter und 
Adam-Vizi 2000; Tiwari et al. 2002). Neben der Kälteinkubierung könnte die ROS-Bil-
dung auch durch die erhöhten Sauerstoffpartialdrücke im Medium (Lagerung bei 21 kPa) 
im Vergleich zu in vivo-Bedingungen (4 – 5 kPa in venösem Blut bei Fischen in Davie und 
Farrell 1991) induziert worden sein (Brown et al. 2007 an verschiedenen Säugetierzellen). 
Des Weiteren kann eine gesteigerte Aktivität von Ionenpumpen (z.B. Na+/K+-ATPase) zu 
der beobachteten Erhöhung der Zellrespiration bei 5°C beitragen. In der Kälte verlangsamt 
sich der aktive Ionentransport, der passive Ionenfluss jedoch nicht. Die Zelle gerät somit in 
ein Ungleichgewicht, das durch Anpassungen der Ionenpumpen bzw. deren Aktivität aus-
geglichen wird. Schwarzbaum et al. (1992) diskutierten daher einen kälteinduzierten An-
stieg im zellulären Sauerstoffverbrauch, der durch einen erhöhten Energiebedarf für die 
Ionenregulation bedingt wird. 
In der vorliegenden Arbeit wurde lediglich zwischen mitochondrialen Prozessen (ATP-
Synthese und Protonleck) unterschieden. In nachfolgenden Arbeiten sollte eine zusätzliche 
Untersuchung von ATP-verbrauchenden Prozessen wie z.B. der Ionenregulation oder der 
Proteinsynthese stattfinden. 
Da beide Populationen an Tag 2 ähnliche Viabilitäten sowie Zellrespirationsraten zeigten, 
kann eine unterschiedliche Kälteresistenz der Zellen zwischen den Populationen ausge-
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schlossen werden. Aufgrund der niedrigeren Habitattemperaturen hätte dieses eventuell für 
den arktischen Kabeljau erwartet werden können.
Erstaunlicherweise wurde die bei 5°C beschriebene kälteinduzierte Steigerung der Zellre-
spiration nicht bei 23°C Messtemperatur beobachtet. So steigert sich die Respiration der 
Zellen, unabhängig von der Population, bei einer 5°C-Messung nach der Kälteinkubation 
etwa um den Faktor 3. Bei einer Messtemperatur von 23°C hingegen erfuhren nur die Zel-
len des Nordseekabeljaus eine geringe Steigerung (Faktor 1,4), während die Zellen von 
NEAC mit der gleichen Rate wie an Tag 1 respirieren. Dieses führt in beiden Populationen 
zu einer temperaturunabhängigen Respiration (ähnliche Respirationsraten bei 5°C und 
23°C). Aufgrund der exponentiellen Respirationssteigerung bei isolierten Mitochondrien 
aus der Kabeljauleber (Fischer 2002, Polleichtner 2006), sowie der Q10-Regel, war jedoch
eine Respirationssteigerung wie an Tag 1 erwartet worden. Es deutet sich daher eine Limi-
tierung im Zellstoffwechsel bei hoher Temperatur an. Eine solche Limitierung könnte in 
der Energiebereitstellung oder im Energiebedarf begründet sein. 
Eine denkbare Erklärung für eine limitierte Energiebereitstellung könnte in der Verfügbar-
keit von Substrat (Glucose) liegen. Kann weniger Substrat geliefert werden als für eine 
temperaturinduzierte Steigerung des mitochondrialen Stoffwechsels benötigt wird, ist nur 
eine verringerte oxidative Phosphorylierung möglich. Die in dieser Arbeit verwendete 
Glucosekonzentration lag im physiologischen Bereich, und in Testversuchen an Fischhe-
patozyten hatte sich gezeigt, dass eine Erhöhung der Glucosekonzentration keine Steige-
rung der Respirationsraten bewirkte (pers. Mitteilung F. Mark). Es kann somit vermutet
werden, dass eine Limitierung nicht von der Konzentration, sondern eventuell von dem 
Transport des Substrats abhängt. Möglichweise ist der Glucosetransport durch die Ge-
schwindigkeit oder die Anzahl der GLUT-Transporter (Glucose-Transporter (Krasnov et 
al. 2001; Krogdahl et al. 2005)) begrenzt. Auch eine limitierte Phosphorylierung der Glu-
cose sowie ein eingeschränkter intrazellulärer Transport des Substrats zu den Enzymen ist 
denkbar. 
Dieser Effekt ist für Fische nicht unbekannt. So wurde bei Fischen eine langsame Auf-
nahme von Blutglucose in die Zellen beobachtet, weshalb Knochenfische im Allgemeinen 
oft als Glucose-intolerant bezeichnet werden (Moon 2001; Legate et al. 2001). Ein weiterer 
Aspekt, der für die These einer möglichen Glucose-Limitierung beim Stoffwechsel iso-
lierter Zellen spricht, ist das Fehlen hormoneller Stimulation z.B. durch Insulin, durch die 
ein gesteigerter Substrattransport in die Zellen induziert werden könnte. Allerdings ist die 
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Rolle von Insulin in Fischen noch fragwürdig. In Säugetieren vermittelt Insulin bei einem 
hohen Blutglucosespiegel die Öffnung der Glucose-Transporter bzw. deren Bereitstellung 
an der Zellmembran und den Aufbau des Speicherstoffs Glykogen. In Fischen besitzt In-
sulin zwar eine ähnliche Struktur wie in Säugetieren (Christiansen und Klungsoyr 1987), 
seine Funktion ist jedoch bisher noch nicht vollständig verstanden und wird zudem wahr-
scheinlich von Spezies, Jahreszeit bzw. Umgebungstemperatur und Ernährungsform (her-
bivor, omnivor, carnivor) beeinflusst. So wird in carnivoren Fischen, deren Nahrung 
hauptsächlich von Proteinen bestimmt wird, die Insulinausschüttung durch Aminosäuren 
stärker induziert als durch Kohlenhydrate (Navarro et al. 2002). Für eine weiterführende 
Diskussion der Glucoseverwertung in Fischen siehe Hemre et al. (2002).
Auch oxidativer Stress durch ROS könnte über die Beeinträchtigung der NADH-Pro-
duktion ?????????????????-Ketoglutarate Dehydrogenase im Citratcyclus zu einer Limi-
tierung führen, wie es in Nervenzellen von Meerschweinchen beobachtet wurde (Tretter
und Adam-Vizi 2000). Da, wie in der Einleitung erwähnt, NADH als Elektronendonor der 
Atmungskette für deren Funktion wichtig ist, führt eine verminderte NADH-Konzentration 
zu einer eingeschränkten ATP-Produktion und damit zu einer Limitierung des Sauerstoff-
verbrauchs.
Eine Limitierung im Energiebedarf über eingeschränkte ATP-verbrauchende Prozesse 
(z.B. ATPasen) könnte ebenfalls die unveränderten Respirationsraten an Tag 2 im Ver-
gleich zu Tag 1 bei 23°C erklären. Falls es bei den hohen Temperaturen durch die Kältein-
kubation zu Schädigungen der Membran kommt, da diese in den hohen Temperaturen zu 
flüssig wird, ist die Funktion der membranständigen Proteine, z.B. ATP-verbrauchende 
Ionentransporter, herabgesetzt. Zudem können Schädigungen der Membranproteine z.B. 
durch vermehrte ROS-Bildung in der Wärme induziert werden. Ist die Funktion der ATP-
asen herabgesetzt und wird dadurch kein bzw. wenig ATP verbraucht, kommt es zu einer 
Herabregulierung der Glykolyse und des Citratzyklus, da hohe ATP-Konzentrationen dort 
als Inhibitor wirken, und kein weiterer Sauerstoffverbrauch stattfindet (u.a. in Heldmaier
und Neuweiler 2004). 
Ob die eventuelle Limitierung jedoch auf der Seite der Bereitstellung oder auf der Seite des 
Bedarfs liegt, kann und soll diese Arbeit nicht klären. Die Identifizierung der limitierenden 
Mechanismen bedarf weiterer Studien. Es erscheint jedoch ziemlich sicher, dass die Käl-
teinkubation Auswirkungen auf die Temperaturabhängigkeit zellulärer Stoffwechselpro-
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zesse hatte und sich dieses in erniedrigten Aktivierungsenergien und Q10-Werten 
ausdrückte. 
Interessanterweise scheinen Enzyme des aeroben Stoffwechsels von der Kälteinkubation 
nicht betroffen zu sein. In einer Zellkulturstudie mit Leberzellen der Nordseeaalmutter 
(Zoarces viviparus, Akklimationstemperatur 10°C) wurden Zellen bei 4°C inkubiert und 
der Effekt auf enzymatischer Ebene untersucht (Eckerle in Vorber.). Nach 48 bis 72 Stun-
den wurde keine Änderung der Enzymaktivität von Citratsynthase (CS) und Cytochrom c-
Oxidase (COX) gefunden, was auf das Fehlen einer Kälteanpassung auf Enzymebene hin-
deutet (Q10 ????????ereich 4 – 11°C). Dies wurde in der Arbeit von Koban (1986) an He-
patozyten von Ictalurus punctatus bestätigt, der zudem ein unterschiedliches Verhalten von 
mitochondrialen und cytosolischen Enzymen feststellte. So diskutiert Koban, dass die mi-
tochondrialen Enzyme zu einer Kompensation der Stoffwechselraten mit der Temperatur 
fähig sind, dieses aber nicht bei allen cytosolischen Enzymen gefunden werden konnte. Die 
hier ermittelte Temperaturabhängigkeit der CS-Aktivität nach einer 28stündigen 0°C-Inku-
bation zeigte mit einer Aktivierungsenergie von 32,47 ± 15,40 kJ/mol (NEAC) bzw. 28,90 
± 14,70 kJ/mol (NSC) (jeweils: 5 – 15°C) keinen Unterschied zu Literaturdaten. So fanden 
Lannig et al. (2003) für die CS-Aktivität in der Leber von Kabeljau (unabhängig von 
Akklimationstemperatur und Population) eine durchschnittliche Aktivierungsenergie von 
32,1 ± 2,3 kJ/mol (Messbereich 5 – 18°C). Daher zeigte die Citratsynthase vor und nach 
der Kälteinkubation dieselbe Temperaturabhängigkeit und erfuhr somit wahrscheinlich 
keine Änderungen in ihrer Aktivität
Da keine Änderung der Citratsynthase-Aktivität durch die 0°C-Inkubation induziert wurde, 
ist die gefundene Verringerung der Mitochondrienrespiration von Tag 1 zu Tag 2 unter 
Vorbehalt zu betrachten. Die CS-Aktivität ist ein Indiz für die Aktivität der Mitochondrien. 
Tritt also keine Änderung der Citratsynthase ein, ist eine beeinträchtigte mitochondriale 
Kapazität unwahrscheinlich. Zudem kann aufgrund der geringen Stichprobe bei diesem 
Befund keine fundierte Aussage getroffen werden. Außerdem scheint eine Abnahme der 
mitochondrialen Respiration nicht plausibel zu sein, da die totale Zellrespiration keine Ver-
ringerung erfuhr. Inwieweit die Ursache in der Funktion des Inhibitors (KCN) liegt, bleibt 
zu untersuchen. Falls die geänderte Membranfluidität zu einem schlechteren Zugang von 
KCN in die Zelle oder einer geringeren Affinität dieses zur Cytochrom c-Oxidase (COX) 
führt, würde die geringere Hemmung eine Abnahme der Mitochondrienrespiration vortäu-
schen. Eine solche Affinitätsänderung wäre auf eine mögliche Beeinträchtigung der COX-
Aktivität in situ (in der Zelle) aufgrund der veränderten Membranumgebung bzw. einer 
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veränderten Interaktion mit den ungesättigten Membranlipiden im Vergleich zu den gesät-
tigteren Lipiden der frisch isolierten Zelle zurückzuführen. Dieses wäre auch mit den un-
veränderten COX-Aktivitäten anderer Studien vereinbar (Koban 1986; Eckerle in Vorber.).
4.3.5 Leberzellen: Temperatureffekt an Tag 2
Einsatz der Inhibitoren
In Vorversuchen wurde die Konzentration der eingesetzten Inhibitoren bestimmt, wodurch 
zum einen eine vollständige Hemmung gewährleistet, zum anderen eine Inhibierung zu-
sätzlicher Prozesse durch eine Überdosis verhindert werden sollte (Wieser und 
Krumschnabel 2001). Die hier ermittelten und eingesetzten Konzentrationen entsprachen 
denen anderer Studien (Oligomycin: 10 µg/ml in Cittadini et al. 1975; Nobes et al. 1990; 
Mark et al. 2005, KCN: 100 µmol/L in Rolfe et al. 1999; Cherkasov et al. 2006).
Wie in Abbildung 3.13 C und 3.14 C zu sehen, übertraf die Summe der berechneten An-
teile der Prozesse an der Gesamtrespiration dennoch 100%. Dies ist vor allem auf eine un-
spezifische Wirkung der Inhibitoren zurückzuführen, bei der es zu sekundären 
Hemmungen anderer, vom inhibierten Prozess abhängiger Stoffwechselwege kommt. So 
hemmt Oligomycin zwar primär die F0/F1-ATPase, doch werden durch den entstehenden 
Mangel an ATP auch die ATP-verbrauchenden Prozesse, wie z.B. Proteinsynthese und 
Ionentransport mittels ATPasen, betroffen. Trotz dieser Problematik kann der Einsatz von 
Inhibitoren zumindest einen Eindruck über den Anteil sowie Änderung zellulärer Prozesse 
am Gesamtstoffwechsel der Zelle liefern (Mark 2005).
Temperaturverlauf
Vor dem Hintergrund eines exponentiellen Anstiegs von Sauerstoffverbrauchsraten des 
Ganztieres sowie von isolierten Mitochondrien in Abhängigkeit von der Temperatur (Fi-
scher 2002, Zittier 2006, Polleichtner 2006) war der Befund eines eher hyperbolischen 
Verlaufs der Respirationsraten isolierter Kabeljauhepatozyten mit steigender Messtempe-
ratur an Tag 2 unabhängig von der Population etwas überraschend. Zuerst war die an Tag 2 
beobachtete Temperaturunempfindlichkeit oberhalb von 7°C auf den Zeit- und Kälteinku-
bationseffekt zurückgeführt worden, der im Gegensatz zu 23°C Messtemperatur zu einer 
gesteigerten zellulären Stoffwechselrate bei 5°C führte (siehe dazu Diskussion 4.3.5). Inte-
ressanterweise fand sich jedoch auch in der Literatur kein einheitliches Bild zur Tempera-
turabhängigkeit zellulärer Sauerstoffverbrauchsraten (Messtag = Präparationstag), und die 
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beobachteten Zusammenhänge variierten zwischen keiner, hyperboler und exponentieller 
Korrelation (Pannevis und Houlihan 1992; Krumschnabel et al. 1997; Mark et al. 2005) 
(Abbildung 4.2). An Tag 1 fanden nur Messungen bei den genannten zwei Temperaturen 
statt, weshalb hier keine genauere Aussage über einen eventuellen Zeit- bzw. Inkubations-
effekt auf die Temperaturabhängigkeit des Zellstoffwechsels vorgenommen werden kann.
Vor diesem Hintergrund und der überraschend äußerst geringen Diskussion der Befunde in 
der Literatur sind zur eindeutigen Klärung und Interpretation weitere Untersuchungen zum 
Temperatureinfluss auf den zellulären Stoffwechsel nötig. 
Trotz der beobachteten Variation des Zellstoffwechsels in Abhängigkeit von der Tempe-
ratur, ergaben sich bei beiden Kabeljaupopulationen keine nennenswerten Unterschiede in 
der Verteilung der prozentualen Anteile der untersuchten Prozesse an der totalen Zellrespi-
ration (Abb. 3.13 B&C und 3.14 B&C). 
Abb. 4.2 Graphische Darstellung der prozentualen Respirationssteigerung von Fischhepatozyten im 
akuten Temperaturverlauf. Dargestellt sind die aus den Literaturdaten berechneten Trendlinien 
(Polynom 2°). A) Diese Arbeit: ? Gadus morhua Barentssee (10°C akklimiert), ? Gadus morhua 
Nordsee (10°C akklimiert), Pannevis und Houlihan 1997: ? Oncorhynchus mykiss (10°C akklimiert),
Mark et al. 2005: ? Trematomus eulepidotus (1°C akklimiert), ?? Artedidraco orianae (1°C 
akklimiert), ??Trematomus lepidorhinus (1°C akklimiert), ??Lepidonotothen larseni (1°C akklimiert)  
B) Krumschnabel et al. 1997: Oncorhynchus mykiss, ? 5°C-ad libitum-Fütterung, ? 15°C akklimiert, 
ad libitum-Fütterung, ? 15°C akklimiert, maintenance-Fütterung 
Die prozentuale Respiration errechnet sich aus der Steigerung mit der Temperatur, wobei der erste 
Temperaturpunkt = 100%. 
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In Bezug auf den hyperbolen Anstieg im unteren Temperaturbereich bedeutete dies einen 
gemeinsamen Anstieg aller gemessenen Prozesse, so dass intrazellulär anscheinend keine 
Änderung erfolgte. Unabhängig vom Muster der Gesamtrespiration wurde auch in einer 
Studie von Mark et al. (2005) kein Temperatureinfluss auf die Verteilung der an der Respi-
ration beteiligten Prozesse beschrieben. 
Mit Ausnahme der 5°C- und der 7°C-Messung bei NSC (siehe Ausblick) änderte sich der 
mitochondriale Anteil bei beiden Populationen über das untersuchte Temperaturspektrum 
hinweg nicht. Dies spricht für einen gleichmäßigen Anstieg der Mitochondrienrespiration 
mit dem Sauerstoffverbrauch der Zelle in den unteren Temperaturen. Es zeigt aber auch 
eine Limitierung der Mitochondrien in den höheren Temperaturen, da ein weiterer Anstieg 
des mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs, wie bei Fischer (2002) und Polleichtner (2006), 
zu einem gesteigerten Anteil der Mitochondrien an der Zellatmung bewirkt hätten. Die 
möglichen Gründe hierfür wurden bereits in 4.3.4 besprochen. Zudem ergaben Messungen 
an isolierten Mitochondrien einen deutlichen Temperatureffekt auf den Sauerstoff-
verbrauch durch ATP-Synthese bzw. durch Protonenleckströme. Dieser führt zudem in den 
wärmeren Temperaturen meist zu einer geringeren Kopplung der ATP-Synthese (van den 
Thillart und Modderkolk 1978; Dufour et al. 1996; Fischer 2002; Abele et al. 2002; Lannig 
et al. 2005; Polleichtner 2006; Kraffe et al. 2007). Diese Beobachtung spricht wiederum 
für eine Limitierung im Stoffwechselgeschehen isolierter Leberzellen und bedarf, wie oben 
schon diskutiert, weiterführender Untersuchungen zur Klärung der Frage, welche Prozesse
in der Zelle für die „bottle neck“ Situation (Flaschenhals-Situation) verantwortlich sind.
Der Anteil, den die mitochondriale Respiration am totalen Sauerstoffverbrauch einnahm, 
war mit 40 – 70% in dieser Arbeit sehr niedrig, lag dabei jedoch im Rahmen beschriebener 
Werte in der Literatur. Die Ursachen dieses niedrigen mitochondrialen Sauerstoff-
verbrauchs sind vielfältig. Neben den Mitochondrien verbrauchen nur sogenannte Oxida-
sen im Cytoplasma der Zelle molekularen Sauerstoff bei der Übertragung auf ein Substrat. 
Die Oxidasen sind in der Leber an der Entgiftung schädlicher Substanzen beteiligt und 
daher hier in größeren Mengen vorhanden als in anderen Organen.
Der mitochondriale Respirationsanteil anderer Arbeiten betrug: 75% (Vögel, Hepatozyten) 
in Else et al. (2004), 70 – 90% (Auster, Hepatopancreaszellen) in Cherkasov et al. (2006), 
40 – 70% (Krokodile, Hepatozyten) in Hulbert et al. (2002), 67 – 86% (Ratte, Hepatozy-
ten) in Brand et al. (1991). Da außerhalb des Mitochondriums annähernd fast keine Reak-
tion mit molekularem Sauerstoff stattfindet, scheinen die Werte unnatürlich niedrig. Es 
wurde zudem nur eine Studie gefunden, in der ein realistischer mitochondrialer Anteil von 
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91% an der Gesamtrespiration isolierter Leberzellen gefunden wurde (Rolfe et al. 1999). In 
der Gegenüberstellung erscheinen die niedrigen Anteile der mitochondrialen Respiration 
als Artefakt und sind vermutlich auf eine methodische Ursache zurückzuführen. In der 
Arbeit von Rolfe et al. (1999) wurden Myxothiazol (s.u.) statt Kaliumcyanid (KCN) und
andere Substrate (Laktat und Pyruvat statt Glucose) verwendet. Möglicherweise führt diese 
Kombination zu einer besseren Kopplung der Mitochondrien oder zu einem geringeren
Anteil der ROS-Bildung an der Gesamtatmung. Es liegt meines Wissens keine Vergleichs-
studie zu der Wirkung von KCN und Myxothiazol, sowie der verschiedenen Medien und 
Substrate vor. Daher kann die Wirkungsweise des Inhibitors als ein Aspekt für die hohen 
nicht-mitochondrialen Anteile an der Gesamtrespiration nicht ausgeschlossen werden. 
KCN hemmt erst am vierten Komplex der Atmungskette, wodurch bereits ein Transport 
von Elektronen stattfindet. Nach Blockierung der Elektronentransportkette durch KCN 
werden die Elektronen auf Sauerstoff übertragen (was zur Bildung von ROS (H2O2 und O2
-
) führt) (Sohal 1993). Diese Reaktion wurde auch durch Hemmung mittels Myxothiazol 
(einem Inhibitor des Komplex III) bestätigt (Turrens et al. 1985; Bolter und Chefurka 
1990; Starkov und Fiskum 2001). Die Wirkung von Inhibitoren auf die H2O2-Bildung 
wurde auch schon in Turrens (1997) beschrieben. Zudem findet sich in Turrens (2003) und 
in Anhang 6.6 eine Zusammenfassung der Wirkungen sowie der Bildung von ROS. 
Der Anteil der ATP-Synthese an der totalen Respiration zeigte keine Änderung im unter-
suchten Temperaturverlauf, und der hier bestimmte Prozentsatz lag im Bereich derer, die in 
anderen Studien gefunden wurde. Unabhängig von Tierart und Messtemperatur lag der 
Anteil der ATP-Synthese zwischen 50 und 65% (53 – 65% (Auster, 12 – 28°C) in Cherka-
sov et al. 2006, 57 – 65% (Fisch, 0 – 21°C) in Mark et al. 2005, 57 – 64% (Fisch, 20°C) in 
Gamper und Savina 2000, 60% (Ratte, 37°C) in Lakin-Thomas und Brand 1988, 69% ± 
2% (Ratte, 37°C) in Rolfe et al. 1999). 
Auch bei dem Anteil des Protonenleck-abhängigen Sauerstoffverbrauchs wurde keine tem-
peraturabhängige Änderung beobachtet, und die Werte schwankten zwischen 12 und 36%.
In diesem Bereich lagen auch die ermittelten Werte bei Austern in Cherkasov et al. (2006)
(21 – 33%), Krokodilen (10 – 30%) in Hulbert et al. (2002) und Ratten in Nobes et al. 
(1990) (20 – 40%), Brand et al. (1994) (33 ± 7%) und Rolfe (1999) (22 ± 2%). 
Da die hier ermittelten Anteile der untersuchten Prozesse im Bereich derer lagen, die auch 
in der Literatur gefunden wurden, kann vermutet werden, dass durch die Kälteinkubation 
keine Änderungen im Energiehaushalt der Zelle stattfinden. Dies bedarf allerdings einer 
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Überprüfung mit Werten zum zellulären Stoffwechselhaushalt der Kabeljauhepatozyten zu 
Stunde 0.
Obwohl das Überleben des Ganztieres beim Kabeljau ab einer Temperatur von 16°C nicht 
mehr gewährleistet ist (Lannig et al. 2004; Zittier 2006), erfuhren die hier untersuchten
beteiligten Prozesse trotz Kälteinkubierung keine Änderungen. Dies spricht dafür, dass die 
Grenzen des Überlebens des Tieres nicht auf zellulärer Ebene gesetzt werden, sondern 
wahrscheinlich ihren Ursprung im limitierten Herz-Kreislauf-System haben. Dieses Ergeb-
nis ist nicht überraschend, da nach Pörtner (2002) die Überlebensgrenzen auf der Stufe der 
höchsten Komplexität gesetzt werden, d.h. des Gesamtorganismus. Bei Fischen findet sich 
das zirkulatorische System als limitierender Faktor (Sartoris et al. 2003; Farrell und Clut-
terham 2003; Lannig et al. 2004)
4.4 AUSBLICK
Der beobachtete Zeit- bzw. Kälteinkubationseffekt auf die Temperaturempfindlichkeit des 
Zellstoffwechsels eröffnet Erklärungsmöglichkeiten in unterschiedliche, bisher angespro-
chene Richtungen. So hat sich, wie an anderer Stelle bereits erwähnt, schon in früheren 
Arbeiten eine scheinbare Limitierung des Zellstoffwechsels herausgestellt. Da eine genau-
ere Diskussion dieses interessanten Aspektes bisher nicht stattgefunden hat, bietet es sich 
an, die zu Grunde liegenden Prozesse genauer zu beleuchten.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Untersuchungen an isolierten Zellen mögli-
cherweise einen Hinweis auf die Temperaturtoleranz des Ganztieres geben können. So 
zeigte sich, wie schon in früheren Arbeiten zur Temperaturtoleranz von Kabeljau, G. 
morhua aus unterschiedlichen Populationen, auch im zellulären Stoffwechsel im Vergleich 
zu Tieren aus der Nordsee eine stärkere Temperaturempfindlichkeit beim arktischen Ka-
beljau. Vor dem Hintergrund einer eingeschränkten Leistungskapazität des Herz-Kreislauf-
systems und damit der beeinträchtigten Sauerstoffversorgung bei Fischen trägt somit der 
erhöhte zelluläre Energie- bzw. Sauerstoffbedarf zum engeren Temperaturfenster für die 
arktische Kabeljaupopulation bei. Inwieweit dabei die Temperaturabhängigkeit des Sauer-
stoffverbrauchs durch Protonenleckströme eine Rolle spielen (siehe Diskussion), bedarf 
weiterer Untersuchungen. Für eine bessere Vergleichbarkeit mit Daten von isolierten Mi-
tochondrien sollte versucht werden, die Proteinmenge in den Proben zu bestimmen. Um 
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die Stoffwechselraten der Zellen in den Gesamtorganismus einordnen zu können, sollte bei 
weiterführenden Versuchen die Zellzahl, wie auch die Proteinmenge, auf 1 g Leber bezo-
gen werden können (Entnahme einer Leberprobe  vor der Isolierung).
Aufgrund des Zeit- bzw. Kälteinkubationseffekts auf die Temperaturempfindlichkeit iso-
lierter Zellen konnte in dieser Arbeit die These einer möglichen Korrelation zwischen 
thermalem Maximum beim Ganztier (höchste Wachstumsrate) und thermalem Minimum 
beim Zellstoffwechsel (niedrigste Respirationsrate) nicht untersucht werden. Interessan-
terweise war beim Nordseekabeljau der mitochondriale Anteil an der Gesamtzellrespira-
tion bei 5°C und 7°C im Vergleich zu den anderen Temperaturen erhöht. Dieser Befund 
korreliert möglicherweise mit dem Maximum im venösen Sauerstoffgehalt, ermittelt im 
Ganztier während einer akuten Temperaturänderung (siehe Lannig et al. (2004)). Für eine 
eindeutige Klärung bedarf es jedoch einer nachfolgenden Studie mit ausreichend Mess-
punkten zum Zeitpunkt 0, sowie der Einsatz weiterer Inhibitoren zur Erfassung von ATP-
verbrauchenden Prozessen (z.B. Ouabain zur Erfassung der Na+/K+-ATPase, Cycloheximid 
zur Erfassung der Proteinsynthese). Zudem könnten Messungen unter realen in vivo Sauer-
stoffpartialdrücken vermutlich eine verlässlichere Aussage über die in der Zelle ablaufen-
den Prozesse im Hinblick auf Energieverteilung erlauben und damit fundierte Aussagen 
zur Temperaturabhängigkeit des Stoffwechsels des Ganztieres ermöglichen. 
Der arktische Kabeljau ist möglicherweise nicht zu einer Akklimation an wärmere Tempe-
raturen fähig (Lurman 2007). Mit Blick hierauf und auf die Akklimationsprozesse im 
Ganztier wäre es sicher lohnend, auf zellulärer Ebene eine Vergleichsstudie von kalt- und 
warm-akklimierten Kabeljau verschiedener Temperaturzonen (arktisch vs. Nordsee) 
durchzuführen.
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a6 Anhang
6.1 Versuchstiere
Tabelle 6.1 Übersicht Versuchstiere
Population NEAC NSC 1 NSC 2
Hälterungstemperatur 10°C
Hälterungszeitraum > 1 Jahr 2 Wochen
n 9 12 7
m/w 4:6 7:5 2:5
Länge 40,4 - 44,2 38,2 - 50,1 33,5 - 43,7
Gewicht 218 - 630 393 - 999 298 - 586
Lebergewicht 1,71 - 8,94 3,6 - 11,0 2,1 - 8,69
K 0,67 - 0,84 0,69 - 0,9 0,64 - 0,95
HSI 0,54 - 1,4 0,65 - 1,2 0,7 - 1,9
GSI m 0,04 - 0,43 0,05 - 0,2 0,04 - 0,12
GSI w 0,41 - 1,56 0,34 - 0,48 0,07 - 0,1
Tabelle 6.2. angenäherte Wachstumsraten des in dieser Arbeit des verwendeten 
langzeitakklimierten G. morhua
NEAC: nordost-arktischer Kabeljau (F1-Generation aus Zucht), NSC: Nordseekabeljau
Population und Akklimierungstemperatur
NEAC 10°C NSC 10°C
Anfangsgewicht [g] 
(Datum) 61,63 ± 3,04 (10.04.06) 280 ± 25,38 (18.06.06)
Endgewicht [g] (Datum) 459,86 (15.02.07) 726,86 (30.5.07)
Gewichtszunahme
[% Gewichtszunahme/Tag]
2,08 0,5
Anfangslänge [cm] 23,00 31,77
Endlänge [cm] 37,26 45,30
Längenzunahme
[% Längenzunahme/Tag] 0,18 0,12
Tabelle 6.3 Kondition des langzeitgehälterten Nordseekabeljau NSCI
Tag des Fischs 18.07.2007 ~ März 2007
11 0,85 0,75
14 0,94 0,77
16 0,94 0,76
20 0,89 0,90
21 0,85 0,82
24 0,76 0,79
25 0,69 0,71
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6.2 Ganztierrespiration
Tabelle 6.4 Respirationsraten des Ganztieres: Einzelwerte
NEAC 2 3 4 5 6 7 8 10
MW
[mg O2/(kg*h)] 35,42 32,49 36,96 33,71 69,59 58,34 53,85 40,07
SD 3,85 4,91 2,45 2,02 9,18 3,55 6,03 5,46
NSC 1 2 3 5a
vor WW
5b
nach WW
6 7 8
MW
[mg O2/(kg*h)] 57,55 60,96 58,02 66,08 44,03 65,62 35,10 45,13
SD 6,24 15,41 6,66 11,81 11,25 3,82 5,94 7,45
6.3 Hepatozyten: Qualität und Quantität
Tabelle 6.6 Viabilität
NEAC NSC
0 h 97,27 +/- 0,85 92,78 +/- 2,28
18 h 90,21 +/- 2,34 88,04 +/- 5,22
28 h 87,85 +/- 2,56 78.40 +/- 5,49
Tabelle 6.5 Anzahl der intakten Zellen
Tag 1 versus
Tag 2 morgens [%]
Tag 1 versus
Tag 2 abends [%]
NEAC 81,20 +/- 8,3 54,16 +/- 9,89
NSC 62,51 +/- 6,0 47,25 +/- 4,28
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Abb. 6.1 Ganztierrespiration im Qualitätsvergleich des Wassers, Hälterungstemperatur 10°C, Daten auf 1kg 
TG normiert. Weiß: niedrige, schwarz: hohe Ammonium und Nitritkonzentrationen, Sterne kennzeichnen 
Signifikanzen; links: NEAC (nordost-arktischer Kabeljau, n = 8), rechts: NSC (Nordseekabeljau, n = 7): 5a: vor 
Wasserwechsel, 5b: nach Wasserwechsel 
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6.4 Zellrespiration
Abbildung 6.2 Zellrespiration: Vergleich bei 23°C Tag 2 morgen- (18h) und abend-Messung (28h)
Tabelle 6.7 Respirationsraten an Tag 2 im Vergleich der 18 h und 23 h Messung bei 23°C. 
NEAC 23°C NSC 23°C
Fisch
MO2 18 h
[nmolO2/Mio 
Zellen•min]
MO2 28 h
[nmolO2/Mio 
Zellen•min]
MO2 18 h
[nmolO2/Mio Zel-
len~min]
MO2 28 h
[nmolO2/Mio Zel-
len~min]
1 0,21 0,15
2 0,11 0,10
3 0,09 0,11
4 0,11 0,10
5 0,11 0,12 0,10 0,35
6 0,29 0,30 0,10 0,09
7 0,04 0,29 0,10 0,11
8 0,09 0,41 0,20 0,19
Mittelwert 0,10 0,28 0,13 0,15
SD 0,04 0,12 0,05 0,09
Tabelle 6.8 Respirationsraten Tag 1
NEAC NSC
5°C 23°C 5°C 23°C
MW
[nmol O2/Mio Zellen•min]
0,05 0,10 0,05 0,10
SD 0,02 0,04 0,02 0,04
Anzahl 13 14 13 14
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Tabelle 6.9 Zellrespirationsraten Tag 2
Temperatur [°C] 1 3 5 7 9 15 23
MW 
[nmol O2/Mio Zellen] 0,08 0,12 0,16 0,16 0,22 0,30 0,16
SD 0,03 0,05 0,05 0,05 0,07 0,14 0,05
NEAC
n 9 9 8 9 7 7 7
MW
[nmol O2/Mio Zellen] 0,07 0,10 0,16 0,15 0,12 0,15 0,14
SD 0,04 0,03 0,06 0,03 0,06 0,04 0,04
NSC
n 13 9 11 8 10 8 13
Tabelle 6.10 Prozentuale Anteile der Respirationsprozesse (MW +/- SE)
NEAC
Temperatur
[°C]
Mitorespiration
[%]
ATP-Synthese
[%]
Protonenleck
[%]
Nicht-
Mitochondriale
Respiration [%]
1 45,22 +/- 4,09 31,07 +/- 9,87 2,64 49,12 +/- 6,63
3 53,96 +/- 6,40 61,45 +/- 7,42 35,42 +/- 6,81 44,17 +/- 5,86
5 58,09 +/- 7,87 47,51 +/- 8,28 23,04 +/- 9,64 41,91 +/- 7,87
7 57,75 +/-6,22 47,36 +/- 9,56 41,26 +/- 15,88 42,25 +/- 6,22
9 66,76 +/- 4,88 51,66 +/- 5,93 23,161 +/-5,54 33,24 +/- 4,88
15 53,61 +/- 3,99 46,39 +/- 3,99
23 64,63 +/- 7,31 53,43 +/-18,89 29,51 +/- 5,95 29,41 +/- 4,89
NSC
Temperatur
[°C]
Mitorespiration
[%]
ATP-Synthese
[%]
Protonenleck
[%]
Nicht-
Mitochondriale
Respiration [%]
1 44,14 +/- 9,02 45,60 +/- 6,05 13,478 +/- 1,52 58,25 +/- 10,15
3 51,81 +/- 6,40 44,98 +/- 7,01 13,11 +/- 2,80 48,19 +/- 6,40
5 66,95 +/- 6,55 52,51 +/- 6,82 17,54 +/- 7,12 33,05 +/- 6,55
7 61,35 +/- 7,37 48,643 +/- 5,37 20,19 +/- 7,03 38,65 +/- 7,37
9 54,39 +/- 7,00 53,28 +/- 7,58 10,26 +/- 2,64 45,61 +/- 7,00
15 59,80 +/- 7,57 31,47 +/- 12,07 33,56 +/- 4,00 40,20 +/- 7,57
23 49,66 +/- 8,64 39,76 +/- 6,92 59,09 +/- 27,14 46,97 +/- 9,19
Tabelle 6.11 Aktivierungsenergien Tag 2 (5-23°C)
der Zellrespiration
NEAC NSC
MW [kJ/mol] -2,44 -4,09
SD -6,41 -5,26
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6.5 Proteinbestimmung
BIURET
Für die Vergleichbarkeit mit vorangegangen Untersuchungen (Fischer 2002; Lannig 2003)
sollte in der Zellsuspension die vorhandenen Menge an Zellprotein mittels Biuret-Reaktion 
und eingebautem Waschschritt (siehe nachfolgendes Protokoll) erfolgen.
Die Form der Proteinbestimmung beruht auf einer Färbereaktion von gelöstem Biuret 
(Carbamoylharnstoff) und Kupfersulfat in alkalischem, wässrigem Milieu. Die Reaktion ist 
typisch für Verbindungen mit mindestens zwei Peptidbindungen und eignet sich daher für 
den Proteinnachweis (Lottspeich and Zorbas 1998). Dabei korreliert die Intensität des 
Farbstoffs direkt mit der Konzentration der reagierenden Gruppe. Die Färbung kann mittels 
Photometrie bestimmt werden. 
Protokoll
Chemikalien
Waschlösung: 3:1 Diethylether in Ethanol
Deoxycholat: 20%ig in Wasser
Trichloressigsäure (TCA): 3 M
Biuret-Reagenz: vor Benutzung wurde die benötigte Menge filtriert.
Ablaufschema
Probe + Aqua dest.:1000 µl + 25 µl 20% Deoxycholat
Vortexen bis Pellet vollständig resuspendiert, 15 Minuten bei RT inkubieren
+ 20 µl TCA
Vortexen, 15 Minuten, 15°C, 16.000 x g zentrifugieren, Überstand absaugen
+ 1000 µl Waschlösung
Vortexen bis Pellet vollständig resuspendiert ist, zentrifugieren (15 min, 15°C, 
16.000 x g), Überstand absaugen
+ 200 µl Aqua dest. + 1000 µl Biuret-Reagenz
Vortexen bis Pellet vollständig resuspendiert ist, 30 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubieren, danach in Halbmikroküvette überführen und bei 
546 nm gegen Leerwert (Wasser + Biuret) messen.
Die Erstellung einer Standardkurve erfolgte mit BSA, zum einem mit Wasser und zum 
anderen mit Hanks-Medium angesetzt. Nach Zugabe der TCA ließ das Pellet im Hanks-
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Mediums nicht mehr resuspendieren, wodurch eine reproduzierbare Proteinbestimmung 
nicht möglich war.
Aus diesem Grunde sollte eine Proteinbestimmung mittels Bradford-Methode durchgeführt 
werden. Allerdings konnte auch hier keine erfolgreiche Bestimmung durchgeführt werden, 
da wahrscheinlich die geringe Menge an Zellprotein durch die hohe in der BSA-Protein-
konzentration im Medium verdeckt wurde. Aus zeitlichen Gründen konnten keine weiteren 
Testmessungen zur Modifizierung des Protokolls für Proteine in Hanks-Medium erfolgen.
6.6 ROS
Oxidativer Stress beschreibt eine Vielzahl von Prozessen, die durch eine vermehrte Pro-
duktion von ROS (Reactive Oxygen Species) und einer nicht ausreichenden Bildung von 
Antioxidantien zu einer Störung des Zellgleichgewichts führen. Die Bildung dieser Sauer-
stoffradikale erfolgt in vivo unter Einbindung der Atmungskette sowohl enzymatisch als 
auch nicht-enzymatisch (für einen Überblick siehe: Turrens 2003). ROS sind zellschädi-
gend, da sie zu Schädigungen aller Zellbestandteile (Proteine, Lipide, Polysaccharide und 
DNA) führen. ROS sind ebenfalls an der Vermittlung der Kälte-induzierten Apoptose be-
teiligt (Rauen et al. 1999) und führen dort zu einer erhöhten Permeabilität der Mitochond-
rienmembran. Ein erhöhter Sauerstoffverbrauch erfolgt dadurch, dass ein Elektron auf 
molekularen Sauerstoff übertragen wird und so O2
- entsteht. Der Anteil der ROS-Produk-
tion an der Gesamtrespiration in vitro wird mit Werten von 0,15% bis 2% angegeben 
(St Pierre et al. 2002; Turrens 2003).
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